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序論･
すべ ての 細胞は ､ 生命を維持するため ､ 必須の 栄養素を外界か ら取り込み ､ 毒性の強い物質を外界-
吐き出す必 要がある ｡ こ の細胞内と外界との 間で物質の輸送の多くは肺胞質膜に存在する蛋白質 (輸送
担体 ､ 膜輸送蛋白) によ っ て仲介されて い る ｡ 輸送担体は大きく､ 物理 的エ ネル ギ ー.(光な ど) やイヒ学
的エ ネル ギ ー (A T Pな ど) を物質の 輸送に変換する 一 次性能動輸送体と ､ 一 次性能動輸送により形成さ
れたイ オ ン (主と してE＋ある い はNa＋) の電気化学的ポテ ン シ ャ ル を別の物質の輸送に変換 する二次性
能動輸送体 とに分けられ る ｡ 二 次性能動輸送体は更に共役イ オ ンと物質の 輸送の方向によ り共輸送体
(シ ン ポ 一 夕 - ､ s ym po rter) と逆輸送体 (ア ンチ ポ ー タ ー ､ a ntiporter) とに分類される ｡ また ､ 特定の
輸送担体を介して い て も共役イ オ ンを必要とせ ず､ 単に濃度勾配に従っ て物質の 輸送を仲介 する促進拡
散担体 (ユ ニ ポ ー タ ー , tmipo rter) も二 次性能動輸送体に含まれる(1)o こ の よう に生物界における普遍
性を持ち つ つも､ 輸送担体の原 子 レベ ルで の 立体構 造と分子レ ベ ル での 物質輸送機構はほと ん ど明らか
にされて い な い ｡ その原 因と して ､ 可溶性酵素 にお い ては比較的容易に得られる結晶学的解析に基づ い ･
た立体構造 に関する情報が ､ 膜輸送蛋白にお い て は非常に困難を要する ことが ひと つ 挙げられる ｡ 膜黄
白質は､ 疎水性の 強い月旨質二重層の中に埋もれて い るの で ､ 疎水性部分 に富んで い る ｡ こ の 性質が ､ 三
次元結晶を形成 しにくくさせる 主要因であり ､ 高次構造解析の大きな障壁とな っ て いる ｡ 現在 ､ Ⅹ線結
晶構造解析 により三次元結晶構 造が明らか にされた膜黄白質は数例ある が ､ いずれも親水性部分を複雑
なサ ブ ユ ニ ッ ト構造の 中に持ち合わせ てい るもの で ある ｡ そ
･ れに比べ る と ､ 膜輸送蛋白の中でも二次性
能動輸送体 はその ほとん どが疎水性領域であるため ､ より 一 層の 困難を極める と思われる ｡ それ故､ 現
在の蛋白質工学的研究分野にお い て ､ 二 次性能動輸送体の 三次元立体構造を解明する ことは最も待ち望
まれる課題であると言っ ても過言で はな い ｡
筆者は､ 二 次性能動輸送体の 三 次元立体構造を解 明すべ くその モ デル 系と して ､ 細菌の テ トラサイク
リ ン排出蛋白 (TetA)(2,3)を取り上げた o こ れは ､ テ トラサイ クリ ン 2価カ チオ ンキ レ ー ト体とH＋との
1対1の 逆輸送により薬剤を細胞外に排出する膜蛋白で あり(4)､ それ故､ テトラサイ クリン/H＋アンチ
ポ ー タ ー (m etal-tetracycline/ H＋ a ntipo rter) と呼ばれる (Figu re1)(5). TetAが 二 次性能動輸送体の ひと
っ である と いう側面 に加え , 近年臨床上 問題にな っ て い る抗生物質や化学療法剤に対する耐性の 主たる
原因蛋白の ひ とつ で あると いう側面も持 っ て い る ｡ TetAは薬剤 (テ トラサイクリ ン系抗生 剤) を肺胞外
へ排出する こ とにより耐性化させる初めて の蛋白質と して 明らかにされ た蛋白である ｡ 排出による薬剤
耐性は､ 現在で は､ 三大耐性機構 (①薬剤分解 ･ 修飾酵素の 産生 ､ ②薬剤作用点の変化およ び薬剤標的
酵素の 生産量増加 ､ ①薬剤の膜透過性の低下) の ひと つ (③に含ま れる) と して認知され(6
-9)､ テトラ
サイクリ ン 系薬剤以外 に､ 従来①や由ヵ号耐性の主たる原因であ っ た抗生 物質､ 化学療法剤 ･(マク ロ ライ
ド系抗生剤 ､ ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ､ ニ ュ ー キ ノ ロ ン剤など) につ い て も排出による耐性化が様々 な菌
種にお い て見い だ されて い る (Table i)(&10.l l). また ､ 構造的に共通性の ない種々 の薬剤 (化学療法剤
の ほか ､ 消毒剤な ど毒性物質も含む) を排出し､ 多剤耐性をもたらす排出蛋白もまた様々 な菌痩にお い
て見い ださ れ ､ 近年特に問題視 されて いる ｡ これはち ょう ど晴乳動物の ガ ン繍胞 にお い て多剤耐性を伸
介するP･糖蛋白 (p･glycoprotein)(12-1 4)ある い はM R P(m ultidrug resista nce･r elated protein) (15
-18)､ LR P
(lu ng resistanc e-r elated protein)(19,20)が ガンの化学療法上 問題視されて い るのと同様である o P傭蛋白､
MR PはATP加水分解の エ ネルギ ー を利用して ､ 構造上類似性の ない種々 の 抗悪性腫蕩剤を能動的に細胞
外に排出する 一 次性能動輸送体の ひとつ であるが ､ その構造機能相関の 解明に向けた研究が多くの研究
グル ー プにより盛んに行われて い る ｡ また､ 二 次性 能動輸送体の
一 種も生体異物排除系の中 に存在し､
ク ロ マ フィ ン額粒やシ ナプス 小胞 にお い て はモ ノ アミ ン輸送体 (C GA T; chro n affin gra ml e a min e
tr ansp｡ rter､ S V A T;syn aptic vesicle amine tr a nsporter) が珊脆Fq,]､胞に濃縮し(21,2 2)､ 腎近位尿細管上皮柵
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胞にお い て は有機カチ オ ン輸送体 (oc T l; orga nic c atio n 也･a n sporter) が尿細管中に排他し､ 無毒化する
(23) ことが最近示唆され､ 注目さ れて い る ｡
テトラサイク リ ン耐性因子 (tet遺伝子) の ほと んどはR プラス ミ ドある い はトラ ンス ポ ゾ ン上 に見い
だされ､ 耐性の基質特異性､ 耐性遺伝子のD N A-D N Aハ イ プリダイゼ - シ ョ ン ､ 耐性蛋白の アミノ 酸 一 次
配列の 相同性な どから幾つ かの クラス に分類 されて い る (Table 2)(ll,24,25)｡ また ､.最近で は､ 排出に
よる耐性以外にも ､ 耐性蛋白が テトラサイクリ ン 分子の標的であるリボゾ ー ム を保護する こ とによる耐
性 ､ 更にはテ トラサイク リン 分子を修飾 (不活性化) する こと による耐性も見い だされて い る■｡ 薬剤排
出を仲介するグラ ム陰性細菌由来の teと遺伝子 は､ クラス A - E とG ､ Hに､ グラム陽性細菌由来のtet遺
伝子は､ クラス K とL に分類 されて いる ｡ 前者は構造遺伝子tetAと調節遺伝子tetRとから構成されるの に
射 し､ 後者は梼遼遠伝子しか持 たな い ｡ これ は発現調節機構の相違 によ るが ､ 後者で はプロ モ ー タ ー 領
域と構造遺伝子の 間に存在する リ ー ダ ー ペ プチ ド コ ー ド領域の ため に翻訳時ア テ ニ ュ エ ー シ ョ ン機構が
作動する(26-28)｡ 前者にお い て は ､ そ れぞれの遺伝子 は重複した プロ モ ー タ ー 領域か ら逆方向に範写され
る ｡ TetR蛋白は通常 プロ モ ー タ ー 領域 に重複するオ ペ レ 一 夕 一 領域に結今してい るが ､ 薬剤 を結合する
`
とオ ペ レ 一 夕 一 領域から解離し､ 両遺伝子の 発現が誘導される (Figu re2)(2 9)o
ところ で ､ テトラサイクリ ン分子が どの ように して繍胞内に進入する かと いうことがつ い 十数年前ま
で議論の 的とな っ て い た o と い うのも､ テトラサイ ク リン 感受性蘭では テトラサイクリ ン分子が エ ネル
ギ ー 依存的に取り込まれ蓄積される の に射 し､ 耐性菌で は蓄積量が減少する ことが観察されて いた(3 0)の
で ､ 当初 ､ 細菌の 細胞質膜には耐性菌で は機能が抑制されるテ トラサイ クリ ンに特異的な誘導性の 能動
的取り込み系が存在すると考え られて い た ｡ しかし ､ こ の 考えに反 して ､ 耐性を仲介する蛋白が発見さ
れたの に射 し､ 能動的取り込み系はつ い に発見される にい たらなか っ た の である ｡ この 間題 に対する回
答は､ 黄白成分を全く含まな い リポソ ー ム を用い る こと によ っ て得られた(31)｡ 内部pHが外部よりも高い
人工的な △pHによ っ て テ トラサイ ク l)ン 分子はリポソ ー ム 内部 に取り込まれるの で ､ 柵胞にお い て は､
繍胞膜に形成さ れる △p引こ依存して電気的に中性の 分子型テトラサイクリンが脂質二重層を単純拡散す
る こと によ っ て 蓄積が起 こるこ とになる (Figure i) ｡ つ まり､ 薬剤の細胞内 へ の取り込みは特定の輸送
担体 を必要とし ない ことが明らかにな っ た o また ､ テトラサイ クリン分子の 3 つ の解離基のpKa値(3 2-3 3)
か ら推測する と､ 弱アル カリ性の細胞内にお い て は､ H＋を解離 し1価の ア ニ オ ン塾 となり ､ Mg2十な どの
2価カチ オ ンとキ レ ー ト して蓄積されて い る ｡ そ して ､ 耐性菌にお い て はテ トラサイクリ ン排出蛋白が
その キ レ ー ト体 をプロ ト ン との 逆輸送により肺胞外 へ 輸送する ことになる (Figure i)(5,3 1)0
筆者の テ トラサイクリ ン排出者白の 立体構造と 輸送機構に関する研究では ､ トラ ンス ポゾ ンT nlOに由
来するクラスBの排出蛋白 (Te仏(B)) を用 いた ｡ クラス A - EとG ､ HのTe仏 はアミノ 酸 一 次配列にお
い て 互 い に高 い 相同性を有 し､ 同 一 の祖 先蛋白か ら進化した ことを窺わせる ｡ Te 仏(B)は ､ 4 0 1個の アミ
ノ 酸残基から構成される(34,35)が ､ ハ イ ドロ パ シ ー 解析(35)､ プ ロ テア ー ゼによる蛋白限定分解(36)､ 抗体
結合性実験の結果(37)､ アル かJ性フ ォ ス フ ァ タ - ゼ融合蛋白の 解析糖果(3 8)等により､ グラム陰性細菌
由来のTe仏 に つ い て は多くの 二次性能動輸送体に共通の繍胞質膜を1 2回貴通する二次構造が推定されて
い る (Figu re 3) . 一 般 に1 2回貴通塾 二次性能動輸送体 は細胞質側の中央の親水性ル ー プ領域を境と し
て 6本ずつ にか ら成る2 つ の領域に分けられ､ こ れ らの 間にアミノ 酸
一 次配列の相同性が見 られる こと
から ､ 6本の 膜貴通領域を コ ー ドする祝先遺伝子がtandem duplic atio nに よ っ て現在の遺伝子が形成され
たと いう説が唱えられて い る(39,40)｡･特にTe仏 ではN未側半分が α 領域､ C未側半分がβ領域と呼ぼれる
が ､ やはり両領域 は互 い に相同 であり ､ 原始 α 遺伝子が重複 し (α/ α) ､ 派生 する (α/♂) ことに
よ っ て tet4遺伝子が生 じたと推測さ れて い るo 一 方､ グラム 陽性細菌由来の蛋白につ い て は14本の膜貴
通領域を持つ 二 次構造が ハ イ ドロ パ シ ー 解析により推定され(41)､ N末側6本の膜貴通領域で グラム 陰性
細菌型の排出蛋白と相同性が比較的高 い ことから ､ tandem duplic atio nに依らずに､ 原始 α (6本の膜景
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連領域をコ ー ドする) に全く由来を別にする原始β (8本の 膜貫通領域 をコ ー ドする) が融合し生 じた
とされて い る(10,42). と ころが ､ C未側8本のうち後半の 6本の 膜貴通領域は低い ながらもグラム 陰性価
菌型の排出者白と相同性を示して い るの で ､ 原始 α のtandem duplic atio nとともに2本の余分な騰貴通領
域が中央に挿入され て1 4本膜貴通塾が生 じた の かも しれな い ｡ ある い はその 余分 な2本は膜を貴通せ
ず､ 膜貴通領域は全部で12本である可能性も考えられる(ll)｡
こ の よう な黄白の進化論は ､ アミノ 酸配列の相同性 ､ 特に､ 幾 つ かの 保存性アミノ酸残基 によ っ て構
成される モ チ ー フがその根底にある と思われる(43-48)｡ ユ ニ ポ ー タ ー ､ シ ン ポ 一 夕 - ､ ア ンチポ ー タ ー の
ほとん どが1 2本の 膜貫通領域 を含む共通の 二次構造を持つ ことで さえも ､ こ れら3種の 二次性能動輪送
体がそれぞ れ別々 に発生 し､ 進化したもの とは考えにくい ｡ こ の考えを裏付けるかの ように , これら3
種には共通の保存性配列モチ ー フが数種存在 してい る. しかも ､ ta nde m duplic atio n説に 一 致 して ､ こ の
ような モチ ー フ の 多くは蛋白の N未側半分とC東側半分の 相好応する位置に存在して いる ｡ これらの こ
とは ､ これ ら3種の 二次性能動輸送体が同 一 の祖先輸送担体から進化したこ とを物語る のと 同時に､ 基
本的に同 一 の メ カ ニ ズム によ っ て ､ 基質輸送およびイ オ ンとの共役が説明される ことを強く示唆して い
る ｡
そ こで ､ 本研究で はまず､ 二 次性能動輸送体保存性配列モ チ ー フの 中で最も保存性アミノ 酸が集中す
る ､ Gly- Ⅹ- Ⅹ- Ⅹ- Asp-Arg･Ⅹ -Gly-Arg- Argモ チ ー フ(43,4 4) の役割につ い て解析した . こ の モチ ー フは塩基性残
基が多い中に酸性残基が ひと つ 存在すると いう特徴を持ち､ 1 2本渡貴通型､ 1 4本院貫通型 (現在のと こ
ろア ンチポ ー タ ー の み) を含め ､ ほとん ど全ての 二 次性能動輸送体の第2膜貴通領域と第3膜貴通領域
と を結 ぶ細胞質側親水性領域 (ル ー プ2- 3) に保存されて い る ｡ また 更に､ 1 2本膜貴通型 ではC東側の
第8膜貴通領域と第9膜貴通領域とを結ぶ細胞質側親水性領域に､ 1 4本院貴通型ア ンチ ポ ー タ ー で は第
1 0膜貴通領域と第11膜貴通領域を結ぶ領域にも 同種のある い は類似のモチ ー フが保存され(l l)､ tande m
duplicatio n説を支持する結果にな っ て いる ｡ 当研究室で はすで にTetA(B)のGly
･ Ⅹ-Ⅹ- Ⅹ -Asp
I Arg
-Ⅹ- Gly
- Arg-
Argモ チ ー フに含まれる ､ Ser6 5およびAsp6 6残基の部位特異変異導入解析が行われて いる(49)｡ こ の連続
する 2残基は ､ 排出を仲介するTetA の全て に保存され て いるの で ､ Cbopraが基質の認識結合部位である
と考えて い たもの であ っ た(50)｡ 変異導入解析では ､ 6 6位負電荷が機能に必須である こと､ ser6 5はそれ
自体必須で はない が ､ cys6 5変異体がS H修飾試薬に より修飾側鎖容積 に依存した活性阻害 を受ける こ
と､ こ の活性阻害が基質 によ っ て保護されない ことが見 い だされた ｡ その結果から ､ ser6 5･Asp6 6は基質
結合部位と言うよりはむ しろ ､ 6 6位の負電荷が輸送過程にお い て基質と 一 時的に相互作用 して いる と考
えられ､ こ のq:
'
チ ー フ を含むル ー プ2-3は基質透過経路の入り口に相当する ゲ -.トと して機能して いると
推定された(49)o こ の 興味深 い清果を受け､ 本研究で はル ー プ2-3を構成する全 アミノ酸残基に目 を向
け､ 部位特 異変異導入解析を通 して個々 のア ミ ノ酸残基の重要性を評価 し､ 改め て この モチ
+ フの役割
を考察した ｡
現在の 膜蛋白質の構造機能研 究では ､ 部位特異的変異導入による解析 が依然主流であるが ､ 最近､ 抑
圧変異体の 解析もまた有用である ことが種々 の 蛋白の 解析を通して 証明されてきた ｡ こ こで の抑圧変異
体とは､ あるアミノ酸置換によ っ て機能が消失ある い は低下 した変異体から分離される機能回復を起こ
した変異体 を意味し､ とりわけ第 一 の ア ミノ 酸置換 により低下 した機能が別部位の第二 の ア ミノ酸置換
によ っ て 回復 した (つ まり ､ 第 一 変異が 第二変異により抑圧 された) 変異体 (pseudo -r e v e rta nt) を重要
視 して い る . と いうの は ､ これ により第 一 変異部位の アミ ノ酸残基と第二 変異部位のアミノ 酸残基が構
造的に近い こと ､ 変異により第 一 部位で 失われたア ミ ノ酸残基と第二部位に生 じたアミノ 酸残基とが機
能的に等価である ことな ど ､ 構造的機能的連 関が 一 般的 に示唆さ れるからで ある . ル
ー プ2-3 の研究で
は ､ 多くの 部位特異変異体を作成 し､ その中に機能が消失あるい峠低下 した変異体が新たに塊つ か見い
ださ れるこ と にな る ｡ そ こで ､ その うちの ひと つ (7 0位Arg残基の 変異体) を選び ､ 抑圧 変異体の分
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髄 ､ 解析 を行うことに した｡ 結果は上記の ように単純に解釈されるもの で はなく､ 第二変異が黄白の コ
ン フ ォメ - シ ョ ン変化を催すと い っ た遠隔的な効果 を第 一 変異部位近傍 に及ぼして いると解釈された .
また ､ 以上の7 0位残基に関する部位特異的変異導入 による解析と抑圧変異体の 解析によ っ て ､ ル ー プ
2-3 の Gly
- Ⅹ-Ⅹ -Ⅹ -Asp
- Arg-X- Gly- Arg- Argモチ ー フ と､ これ に隣接する)I, - プ4-･5に存在するAsp- X- Ⅹ - Ⅹ-X-
Ⅹ- Ⅹ-Argモ チ ー フとの相互 作用が示唆された の で ､ こ の 可能性 につ い ても若干の検討を加える こ とにし
た ｡ Asp- Ⅹ- Ⅹ-X -Ⅹ- Ⅹ- X- Argモチ ー フもほとん ど全て の 二次性能動輸送体に保存される興味深い モチ ー フ の
ひと つ である(4 4)｡
抑圧変異体の解析 を更に膜貫通領域 に存在する酸性残基 に つ い て も行っ た ｡ Te仏(B)の 膜貴通領域には
4つ の 荷電ア ミノ酸残基が存在し (Figu re 3) ､ い ずれもグラム陰性細菌由来のTe仏 (クラス A - E ､
G ､ H) に保存されて い る ｡ 当研究室で はすで にこ れ ら4 つ の保存性残基の 部位特異変異導入解析が行
われており､ その重要性が指摘されて い る(51)o 第8膜貴通領域のflis2 5 7はTetA(B)に存在する唯 一 重要
なH is残基 である(52,53)｡ 現在は否定され て い る が ､ 大腸菌テ クト - ス 輸送体 の膜貴通領域 に存在する
Ⅲis32 2残基がH＋輸送に必須であると いう考え(5 4-6 3)に基づ い て ､ TetA(B)のHis2 57は他の1 9種類の アミ
`
ノ酸残基に置換された ｡ しか し､ 結果はむ しろ ラク 下 - ス輸送体の 場合と同様 に､ E＋輸送 へ の直接助な
関与を否定するもの であ っ た(6 4,6 5)｡ しか しなが ら､ 2 5 7位は基質特異性に関与する こと ､ H is残基以外
で は活性が 著しく低下または消失する ことか ら依然 として その重要性は注目すべ きもの で ある ｡ 残りの
3 つ の荷電残基はすべ てAsp残基で ､ 第1膜貫通領域のAsp1 5､ 第3鹿茸通領域のAsp8 4､ 第9膜貫通領
域のAsp2 85 である ｡ Asp15やAsp8 4 ではAs n置換で反転膜小胞で の テトラサイク リン輸送活性が著しく低
下するもの の ､ 中程度の テトラサイクリ ン耐性を与える ことができるの に対 して ､ Asp2 85のAsn変異体
は輸送悟性が完全 に消失 し､ また薬剤 耐性も全く与えな い と いうように､ Asp2 8 5は膜貫通領域の 3 つ の
酸性残基の 中で最も重要な役割を果た して い る ｡ これらの解析結果から､ 3 つ のAsp残基 は基質 (テ トラ
サイ クリ ン ー 2価カ チオ ン キレ ー ト体) の認識結合 に関与 し､ Asp2 8 5は更に共役イ オン (H＋) の 輸送に
も関与 して い ると考えられた(51)｡ 本研究で は､ Asp28 5のAs且変異体をから薬剤耐性を与えることができ
る抑圧復帰変異体 を分離 し､ そ の解析 を系統的に行 っ た ｡ こ の解析 では ､ 第2変異として酸性残基の導
入が同定さ れ､ 膜貴通領域の酸性残基の 重要性を示すと共に､ 第 一 変異部位と第二変異部位 との 間での
機能的､ 構造的関係が明らかにされた ｡
以上 の 部位特異的変異導入解析､ 抑圧変異体の 解析の 結果から ､ テ トラサイ クリ ン/H十ア ンチポ ー ト
の 分子機構 に関して ､ ある作業仮説を提出する ｡ しか し､ こ の モ デルの 中で示 される残基間の相対的な
位置関係や機能残基の役割を証明する ためには､ TetAの 三 次元 立体構造の解明が必要である ｡ その ため
にはまず､ 目的蛋白を迅速に､ 大量にか つ適度な純度で得る系を準備する必要がある ｡ そ こ で ､ 本研究
で ､ TetA(B)の大量発現系の構築､ 精製 ･ 再構成系の 確立 を行 っ た｡ TetA(B)はマ ルチ コ ピ
⊥ プラスミ ド上
で発現させると耐性度が低下する､ い わゆる負の 遺伝子量効果(6 6･69)を示すの で ､ これまで安定な大量発
現系は報告されて い なか っ たが ､ tetA遺伝子をtetR支配下か ら切り放し､ マ ルチ コ ピ ー プラス ミ ド上の]a c
プ ロ モ ー タ ー 支配下 に置き､ ]a clq変異大腸菌株を宿主とする ことで ､ 安定な大量発現系を得る ことがで
き､ 大きな進展を見せた ｡ また ､ 内膜を適当な界面清性剤で 可溶化後､ D E A Eイオ ン交換ク ロ マ トグラ
フィ ー により 一 段階で活性を保持 したまま精製する系を初めて確立 し､ 結晶化の ための蛋白標品を調製
する系と しても有用なもの とな っ た ｡ 最初にも述べ たように膜蛋白質は 一 般に疎水性が強い の で ､ 三次
元結晶を形成 しにくい ｡ 従 っ て ､ 親水性部分を多くすれば､ その部分が い わゆる ｢たね+ と な っ て結晶
化 を促進される と期待され る ｡ そ こで ､ 三次元結晶構造既知の可溶性酵素 (ジ ヒ ド ロ 葉酸還元酵素､ β-
ラクタ マ - ゼ) を選び､ Te仏 との融合蛋白大量発現系の構築を行 っ た｡ 3種の融合蛋白遺伝子を作成し
たと ころ ､ いずれも融合蛋白の 大量発現が確認され たの で ､ 可溶性酵素部分を用い てア フィ ニ ティ精製
する ことを試みた ｡
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また ､ Te仏大量発現系を用い て ､ TetA の 二分割発現を行 っ た ｡ Levyの グル ー プは α領域に機能的欠失
の あるTetAとβ領域 に機能的欠失のあるTetAを同時発現させると 械能が相補さ れると報告 して い る(7 0
1
73)
｡ こ の ことは別々 の ポリ ペ プチ ドに由来する正常な α 領域とβ領域とが相互作用し ､ 活性中心を形成
して い る こ とを示 し､ TetAが少 なくとも 二量体 を形成 して い る ことを示唆して いる(7 2)｡ また ､ Rubin
a nd Levyは ､ tetA(B)遺伝子中央 にフ レ ー ム シ フ トを導入 した変異遺伝子が部分的にテトラサイクリ ン耐
性を付与する こ とを観察し ､ α 領域 とβ領域との 間の相互作用が 更に示される こととな っ た(7 4)｡ しか
し､ こ の 実験で はβ領域 ペ プチ ドの 開始点が明確で なく､ ペ プチ ド自身の検出も行われて い 飢 ､｡ こ の
点を改善するため ､ tetA(B)遺伝子を蛋白中央の 細胞質側親水性領域 に相当する部位で明確に 二分射し､
そ れぞれの遺伝子断片を]acプ ロ モ ー タ ー 支配下 に置き､ α 領域､ β領域の それぞれ の単独発現系と両領
域の 同時発現系を構築した ｡ 分割されたペ プチ ド断片は免疫学的手法により確認され､ 細胞質膜 へ の分
子集合とテトラサイク リ ン輸送括性 につ い て 検討された ｡
最後に､ 近年開発された新規テ トラサイクリ ン系抗生剤 ､ グリ シル サイクリ ン(7 5)の 評価を行っ た ｡ グ
リシ ルサイ クリ ンはメチ シ リン 耐性草色ブドウ球菌 など従来のテ トラサ イクリ ン耐性菌に対 して優れた
抗菌力を発揮する ことが知られ ､ 注目されて い る ｡ 本研究で はグリシ ルサイ クリ ンが了e叫B)を誘導する
か どうか ､ つ まりTetRと相互作用するか どうか ､ また ､ グリシ ルサイクリ ンがTe仏(B)の輸送基質と成り
うるか どうか につ い て検討した ｡
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Tablel･ D istributio n ofa ntibiotic/Ⅹe n ob iotic e組 ⅦⅩ pr otein s.
Cla s sific atio n E fflu xProtein Substrate D istributio n Refere n c e s
Ⅰ. M ajorra cilitato rs upe ramily
(1)12-tra n s m e mbr an e-ty pe TetA(A),(B),(C),
”),(E),(G),(H)
CmlA
Bc r
Em ID
No rA
tetra cyclin e s
chlo ra mpIle nic ol
bicyclo mycl n
m tlltidr ug
n e wqul nOlo n e s,
m ultidr ug
Bm r 皿ultidr喝
B lt m ultidr ug
Lm rP m ultidrug
Cm rP cbloram pbenic ol
Cml R chlo r a mphe nic ol
C O A T m o n o aml n e S
S V A T m o n o a m ln e S
C o l o rga nic c atio n s
Gra m- rlegativ eba cte ria
Ps e udo m o n a s a e r ugin o s a
Es che richia c olt
Es che fichia c olt
Staphylo c o c c u s a u r e u s
SeeTable2
7 6- 78
7 9
8 0
81-8 4
Ba cillu s s ubi lis 8 5-8 7
Ba cillu s s ub tilis 88
La ctoba cillu sla ctis 8 9
R hodoco c c u sJzz scia n s 9 0
Sir eptofnyC e Slivida n s 9 1
chr o m affin gr an ule s 2 I
syn aptic v e sicle s 2 1
re n alproxim altubule s 23
(2)1 4-tr a n s m e mbr a n e-type Yet(K),G.)
Qa cA,Qa cB
EmIA B
M m r
Tc mA
･Lm IA
ActI トO R F2
ActV A-OR f l
Pur8
Cm (汁
tetr a cyclin e s
m ultidr ug
m ultidr ng
m ethyle n o mycin A
tetra c eno mycin C
lirlCO myCl n
actin o rbodin
a ctin o rhodin
pu r O myCl n
c epba mycl n
Gr a m-po sitiveba cte ria Se eTable2
Staphylo c o c c u s a u T e u S 9 2
-9 5
Es che richia c oli 9 6.97
Str epio myc e s co elic olo l
･ 9 8
Str epto ′町C e Sgla u c由 c e 乃S 9 9,1 0
Sir epto myc e sh
l
n c oln e n si 1 0 1
Str epio myc e s c o elic olo l
･ 1 0 2
Sir epto myc e s c o elicolo l
' 1 03
Str epto myc e s albo nigef 1 0 4
No c a rdiala cぬJndu ra n s 1 0 5
ⅠⅠ. 7-transm embra n e-type TetB(Tet3 47, tetr a cyclin e s StreptolnyC e S rim o sus 1 0 6,1 07
0trB)
Ill. 4-tr an s m embr ane-ty pe Em rE(E br, Mv r) m ultidr ug
QacE m ultidr ug
Qa cC/ D(Sm r,Ebr) m ulti dr ug
Es cherichia c oli
K lebsiella a e roge n es
Staphylo c o c c u s a u T
'
e u S
1 0 8,1 0 9
1 10
111-1 13
I V. R N D fa mily
(re sista n c e- n odtlatio nI
divisio n)
AcrA B
En vC D(AcrEF)
Me xAB -OprM
MtrC D E
m ultidrll蛋
m ultidn lg
m nltidr ug
m ultidr喝
Es che richia c olt
Es che richia coli
Ps e udo m o n a s a el
･
ugm O Sa
Neis s el･ia go n o rl
･ho e a e
1 1 4,1 1 5
I
1 1 4,1 1 6
117-1 23
124,1 2 5
V. A B Cs upe rfamily MsrA
DⅡA B
TlrC
Ca工A
S m B
OleC
Tn rB
Ardl
m a cr olide s
da u n o rtlbi°in,
do x o rubi°in
tylo sin
c a rbo myc ln
Splr a myC ln
ole a ndo mycl n
tetr on a sin
A 201 A
Staph5,lo c o c c u s epide r midis
Str epto tnyces peu cetiu s
Stf ePtO m31C eSPadia e
Str eptomyc e sihe r m oihole r a n s
Sir epto myc e s a mboftz cien s
Str epfomyc e s a ntibz
l
otic u s
Strepto myc eslongispo r oj7a v u s
Slf ePtO myCeS C aPr e Olu s
1 26-1 2 9
13 0
13 1
13 2
13 3
13 4
13 5
1 3 6
- 9 1
Table 1(c o ntin u ed)
M dl m ultidrug(?) Es che richia c olz
.
1 3 7
P-glyc oprotein s m ulddrug(antic a n c erm amm als 1 2-14
dm gs)
M R P/ G S-X pump m ultidr ug(a ntic a n c er m a m mals 1 5-18,
dr ugs.glut athio n e 13 8,13 9
c o njugate s)
uミP m ultidr ug(a ntic a n c erm 弧 m als 19.2 0
dn ユgS)
M O AT orga nic a nio ns liv e r canalic ula r m e mbra ne 1 4 0.i 4 1
VI. Regulato r M ar operon m ultidr ug Es cheT
･
ichia c oli 1 42-i 4 6
Ra mA m ultidrug K lebsiellapn e u m o nia e 1 47
Table ま. C la ssific atio n a nd distributio n of tetr a cyclin e r esista n c edete r min a nts in
mic r o o rga nis m s.
Class Mechanis m Distri bution Referen ces
Bnux hterobact由 ac eae,Aero m on ag, Vibl
･io
,
Pse udo m o n as
瓦阻u x E瓜erobactedac eae, Ha e m ophilus, Vibrio, Yersi7u
'
a
Efthx E瓜erobactedace ae
,
Vibrio, Pseudo m on a s
Efnu x E山erobacteriaceae,Aero m o n as, Ⅵbrio, Pa gte urella
EmtlX Aero m o n as, Es cherichia c olt, Vibrio salm o nicida
班Iu x Ⅵbrio a nguillaTu m
a nu x Pmteurella m ultocidd
Efflu x Staphylo co cc us, Eniero co cc us,Strepto co ccus,
Peptostrepto co cc 弘T
E mu x Ba cillus,Staphylo co cc us, Entero co ccus,Strepto co cc us,
Peptostreptoco cczm
M Ribos o malprote ctio n
0 Ribos o malprotecdo n
P F nu x良 Ribos o mal
protec也o n
Q Ribos o malprotectio n
S Ribos o malprotectio n
X の Modifica也on ＋Erflu x
Closiridiu m, Eniero c o cc us, Staphylo co cc us, Streptococc us,
Peptosireptococ cILg;Neisseria, Mycopla T m a, Ureq)lasma･
Hae m ophilus, Ca mpylobacter, Gardn u ella, Kingella･
Eiken ella, Veillon ella, Fusoba cteriu m
CL mPylobacler;Lm ioba cillw , Sirepio coc cus, Entero co cc w
Closかidiu mperPingen s
Bacteroides
Listqria m o n ocytogen es, Enter9o co cczLSfu calis
Bacteroidesfragilis(crypdc)
148,149
34β5,15 0,151
152-154
155-158
159-161
162
,
163
164
26,28,4 1
27,165-172
173-179
180-182
183-185
186,187
188,189
190-194
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第1章 材料と方法
第1節 実験材料
1 . 菌株とプラス ミ ド
実験に使用 した大腸菌株 をTable 1-1に示した ｡ すべ て大腸菌K-1 2株由来の もの である ｡
Table l･ l･ G en oty pe of Es che riehia coZistr ain s.
Strain Gen otype Reference
T G I A(la c,pr oA B),s upE,thi,hsdD 5 / FtraD36,proA十B＋,la clqZ △M1 5 197
w 3104ri f
M V l184
galT12, rpoB A
- F
- 198
A(la c, proA B), ar a, strA, thi,(i80la cZ A M 1 5), A(srl, r e cA)306::TnlO / F 199
traD 36,proA
＋B＋,la clqZ A M 15
JM 109 re cAl, e nd Al, gyrA 96, thi, hsd R1 7, s upE 44, r elAl, A
-
, A(la c, proA B)/ F
f 200
ir aD3 6proA
＋B＋laclqZ A M 15
J M l10 da m, dc m, hsd R1 7, s upE44, thi, le u. rpsL,la cy, galK, galT, a r a, to nA thr , 200
tsx, A(la c,proA B)/ F
-
iraD 36,proA
＋B＋･laclqZ △M 15
CJ23 6 dutJ, u ng-1, r elA l, thi-1 /pCJI O5(c amrF) 201,202
B M H 711 8m uiS A(la c, proA B), ihi, s upE, m utS215::TnlO /F traD 36, proA
＋B＋, la clqZ △ 201,202
M 15
R B 791 W 3 11 0 Jαcβエβ 203
D K 8/pB W U 13 △u n cB- C, ilv:TnlO, thi/Amp
r u n c' 204-2(蛎
プラス ミ ドD N Aの調製には通常TG l株を使用した ｡ ただ し､ da m m e也yla se､ dc m m e也ylaseの影響を受
ける制限酵素で プラス ミ ドD N Aを消イヒする場合 には､ JM l 10株を使用した ｡ ライ グ ー シ ョ ン 反応および
変異導入後の 形質範換 にはTG1株を使用 したo s sD N A の調製にはM V 1 1 8 4株ある い はJMIO9株を使用 し
た ｡ デオキシウ ラ シル を含むssD N A の調製にはCJ23 6株を使用 した ｡ Ku nkel法(201,202)による変異導入操
作 にB M E 7 1-1 8 m utS株を使用 した ｡ 反転膜小胞の 調製 にはW3 1 0 4rif株およびTR B 7 9 1株を使用した ｡ 特
に､ R B 7 9 1株は1acプロ モ ー タ ー 支配下 に置かれた遺伝子発現 に用い られた ｡ 薬剤感受性 の測定には通常
w 3 10 4rif株を使用した . 二井博士､ 森山博士 より分与されたD K 8/pB W U 1 3株はH
＋
- ATPase(FoF1)の調製
に用い られた｡
マ ルチ コ ピ ー ク ロ ー ニ ン グ ベ クタ ー と して ､ pU C l 1 8､ pU C l 1 9(199), pⅡS G 398 (2 07)(宝酒造) を､
また､ ロ ー コ ピ ー ク ロ ー ニ ン グ ベ クタ ー として ､ pL G 3 3 9 (20 8) を用 いた ｡ 通常使用して い るトラン ス ポ
ゾ ンTn1 0由来のtetHお よびtetA遺伝子は､ プラス ミ ドpo T 3(R 3 8 8::TnlO)(209)に由来する o 大腸菌染色体
性ジヒ ドロ 葉酸還元酵素遺伝子fo]Aを コ ー ドする プラス ミ ドpT P 7 0-i (210,211) は巌倉博士 より分与され
た ｡ そ の ほかの プラス ミ ドはすベ て 当研究室にお い て構築された ｡
ssD N A の調製にはM 1 3 K O 7ヘ ル パ ー フ ァ ー ジ(1 9)(宝酒造) を使用したo
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2. 培地
①ハ ー トイ ン フ ュ ー ジ ョ ン ブイ ヨ ン培地 (HIbr oth) (栄研化学)
ウ シ心臓抽出液 5 0 0g
ペ プトン 1 0g
塩化ナ ト) ウム 5g/ e
②ハ ー トイ ン フ ュ ー ジ ョ ン寒天培地 (HIagar) (栄研化学)
ウシ心臓抽出液 5 0 0g
ペ プト ン 1 0g
塩化ナ い) ウム 5g
寒天 1 5g/ e
③2× Y T br o也 (2 1 2)
Bactoセ ypto ne(Difc o)
Bacto-ye astextract(Difc o)
NaCl
④y Tagar(212)
Bacto セ yptone(Difc o)
Bacto-ye astextract(Disc o)
NaCl
寒天末
⑤m ediu mA (3)
K2H P O4
K H2PO4
tTi･s odiu m citr ate ･ 2 H20
MgSO4
･ 7 H20
(N H4)2SO4
滅菌後､ 別途滅菌 した2 0%glnc ose､
1 6g
l og
5g/ e
8g
5g
5g
1 5g/ e
7.Og
3.Og
O.5g
O.1g
1.Og/e
l O% ca s a min o acids (Difc o) を1 /10 0量加えた ｡
@M9 gluc os emedium (2 12)
Na2王王PO4
･ 1 2 H20 1 5･Og
K Ⅱ2P O4 3一og
NaCI 0.5g
N H4Cl l･Og/ e
滅菌後 ､ 別途滅菌したo.1mg/ml tbia mine-H Cl､ 1 0 0mM MgS O4, 1 0mM CaC12､ 2 0 %gluc oseを1/1 0 0量
加えた ｡
M 9gluco s e ag rは ､ M9 gluc ose m ediu mに寒天未を1.5%加えたもの である ｡
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3 . 抗生物質､ 放射性同位体標識イヒ食物 ､ 遺伝工学研究用試薬類 ､ その 他の試薬
塩酸テト ラサイクリ ンは和光純薬､ sign aより購入 した ｡ 塩酸クロ ルテトラサ イクリ ンはsigm aより購
入した ｡ 塩酸ミノ サイクリ ン ､ グリシ ルサイクリ ンは日本レ ダリ - より分与された ｡
【7- 3HBetracyclineはDu Po nt-Ne w Engla nd Nuclea rより購入 した o N-ethyl-【2,3-14Cl血alei mi de､ 5
'
1A-3 5 Sl
dC TP､ 5
'
-【α -32P】dC T P､ 【35S】pr otein AはAm ersha mより購入した ｡
p A NS O R BI N Staphァ1o cocc us a uTe uS C ellはc al bioche mより購入 した .
01igo n ucleotide
-directed in vi加 m utage nesi syste mはAm ersha mより購入した . site-directed m utagenesi
syste m Muta n
･ Kは宝酒造より購入したo sequen ase7-dea za-d G T P Kitはunited StatesBio chemic alより購入し
た ｡ その他 の遺伝子操作 に用い た制限酵素､ 修飾酵素 ､ リ ン カ ー ､ キ ッ ト等は､ 宝酒造､ ニ ッ ポ ン ジ ー
ン ､ 東洋紡 ､ Ne wEngla nd Biolabsより購入した ｡
D E A E-Sepbaros eC し6 B､ Sepbadexはp bar m aciaより､ Metbotre x ate-agaro seはsigm aより購入 した ｡
その他の 試薬はすべ て 試薬特級ある い は生化学用 のもの を使用 し､ 和光耗薬､ ナカライ テス クより購
入した ｡
4 . 抗血清
テ トラ サイ クリ ン排出黄白C末端1 4 アミノ 酸残基に対するウサギ抗血清 (抗TetA-Ct1 4抗血清) は以
前当研 究室 にお い て作成された(37,213)｡ 同中央ル ー プ領域1 4アミノ 酸残基に対する ウサギ抗血 清 (抗
TetA-M L 1 4抗血清) お よ び精製テ トラサイクリ ン 排出蛋白に対するウサギ抗血清 (抗TetA抗血清) は大
寺(2 1 3)が示す通り に本研発で作成さ れた ｡ 中央ル ー プ領域1 4ア ミノ酸残基に相当する合成 ペ プチ ド
(M L 1 4 : N-Asp･ As n- T hr-AspIT hr･ Glu-VaトGly- VaトGlu
- T hr- G上n-Ser-Asn-C) は也yroglobulinに蘇合させ ､ 日本
白色種の ウサギ (雄) を免疫 した o M L 141thyroglobulin結合体はp BS(phoghate-buffered s alin e) 溶液とし
て 調製され ､ 注射する 際､ 等量の フ ロ イ ン ト完全 ア ジ ュ バ ン トと混合 エ マ ル ジ ョ ン とした . 初め ､
M L 1 4-thyroglobulin結合体o.9mgを後足指裏皮内および腰部筋肉内に注射し､ 1 0日後 に2.4mgを､ 更に6日
後に1.8mgを同様に注射した ｡ こ の 日からおよそ5日毎に耳静脈より採血 し､ 血清を調製した D 精製テ ト
ラサイクリ ン排出蛋白は第3節6 に示す方法で ､ 0.1 % Trito nX-1 0 0を含む媛衝液中に調製された｡ 初回
の免疫には精製蛋白4 2〃gを用い ､ 以後 ､ 7 - 1 0日おきに3回8 4〝gの 精製蛋白を注射 した ｡ 第3回投与
日よりおよ そ5日毎 に耳静腺より採血 し､ 血清を調製 した ｡ 血清 は5 6℃で3 0分間加温処理 して非働化
し､ o.1% NaN3を加え ､ 4 ℃で保存した ｡
アルカリ性フ ォ ス フ ァ タ - ゼ標識ヤ ギ抗ウサ ギIgG抗体はBio-Radより購入した ｡
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第二節 遺伝子工学的手法
1. D N A調製法
プラス ミ ドD N A の調製はアル か)法(21 2, ]･4)に従 っ た . s sD N Aの 調製はvieir a and Messing(19 9)が述べ る
方法に従っ た ｡
2. 制限酵素 ､ 修飾酵素反応
制限酵素 ､ 修飾酵素反応は各メ ー カ ー が示した条件 に従い ､ それぞれ の酵素に添付する反応周蔵衝液
ある い はUnive rs al buffe r(宝酒造､ 東洋紡) を用い て行 っ た ｡
3. D N A の電気泳動
ア ガロ - ス ゲル 電気泳動はA D V A N C E社のM upid-2を用 い て行 っ た . ポリア クリル ア ミ ドゲル 電気泳動
は アト - の垂 直型ス ラ ブ電気泳動装置を用 い て行 っ た ｡ 泳動用務衝液に はそれ ぞ れ､ 1 × T B E溶液
(89mM Tris､ 8 9mM bo rate､ 2mM E D T AbH 8.0))､ 0.5× T B E溶液を用い た . 泳動後 ､ Ip g/ml のe也idiu m
bromide溶液で 染色 し､ トラ ン ス イル ミネ 一 夕 - 上 で29 5n mの 口Ⅴ光を照射 し､ 写真撮影した (フジイ ン
ス タ ント フイ ルムFP-3 00 0 B) . D N A断片の大きさは､ EcoRIとHindⅢで消化 されたÅD N A の断片をも
とに見積もられ た o D N Aq)帯U 限酵素切断断片の調製 には､ ポリアク l)ル アミ ドゲル電気泳動を用 い ､
3 65nm の ロⅤ光を照射 し､ 写真撮影､ ゲル の切り出しを行 っ た ｡ D N A断片は透析チ ュ ー ブ中で 電気的に溶
出 した後､ エ タノ ー ル沈殿により回収した ｡
4
. 変異導入法
部位特異的変異導入は ､ 合成オリゴヌ ク レオチ ドを用 い てEckstein法(1 97,215)奉る い はKunkel法(201,20 2)
により行っ た ｡ 操作は基本的に市販されて いるキ ッ トの マ ニ ュ ア ル に従 っ た ｡
5 . D N A塩基配列決定法
塩基配列 の決定は ､ Sange r法(2 16)により行っ た ｡ 操作は市販さ れて い る キ ッ トの マ ニ ュ ア ル に従 っ
た ｡ プライ マ ー はキ ッ トに添付のUniv ers alprimerある い は合成オリゴヌ クレオチ ドを用 い た o
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第三節 細菌学的手法お よび生化学的手法
1 . 薬剤感受性測定法
薬剤感受性の 測定は寒天平板希釈法を用い た ｡ HI br o血中37℃ で 一 晩培養 した菌液をⅡI bro也 で1 00倍
希釈 し､ そのうち5FL e (3×1 06cell/ml) をミク ロ プランタ ー (佐久間製作所) を用い て 二倍系列希釈
の薬剤を含むHIaga r平板に接種した ｡ 3 7℃で1 8時間以上培養した後､ 菌の 生育を判定し､ 薬剤感受性を
最小発育阻止濃度(minim u minhibitory c on ce ntr atio n;M IC, FLg/ml)で表した ｡
2 . 大腸菌リ ン脂質の 調製
Bligh and Dyerの 方法(2 17)に従 っ た｡
I
適当な宿主大腸菌株 をm ediu m A中3 7℃でO D53 0- 1 まで培養 し､ 集菌した ｡ 菌体を生理食塩水で敷皮
洗浄し , 菌体湿重量1g当たり1 0mlの生理 食塩水に懸濁 した ｡ 菌体懸濁液3 0ml当たり1 0 0mlの メタノ ー
ル ､ 次 い で5 0mlのク ロ ロ ホ ルム を室温で撹拝しながら加えた ｡ 3 0分間放置後, 懸濁液を凍過し､ 洩液を
分液漏斗に移 して ､ 更にク ロ ロ ホ ル ムを5 0ml､ 蒸留水を5 0ml加え ､ 激しく撹拝 し､ 室温で
一 晩放置し
た ｡ 下層をナス フラス コ に分取 し､ ロ ー タリ ー エ バ ボ レ ー タ - で ク ロ ロ ホルム を蒸発させ ､ 残直の リ ン
脂質を5 0mg/mlの濃度になるように2m M β-m e r c aptoetban olに懸濁し､ - 2 0℃に保存した｡
3 . 超音波破砕膜の 調製
液体培地 (l o血l) 中37℃で 適当 な試薬を用い て遺伝子発現の 誘導を開始して 2 時間後､ 集菌 し､
5 0mMリ ン 酸 か) ウム嬢衛液 (pH 7.0) で 洗浄後 ､ 同潰衝液1 miに懸濁した ｡ 菌体懸濁液をチ ッ プ ソ ニ
ケ 一 夕 - (B R A N S ON SonifierCell D isrupto r20 0)で超音波処理 し､ 菌体を破砕 した o 未破砕菌を除去後､
道連心 (3 0分 臥 4℃､ 2 1 0, 00 ×g;Beckm a n､ TL AIO O.2ロ ー タ ー ､ 7 0,0 0 0rpm) で膜画分を回収 し､
同媛衝液50FLlに懸濁 し､
- 8 0℃に保存した ｡
4 . 反転膜小胞の 静製(3･5)
.
m ediu m A中37℃で適当な試薬を用 い て遺伝子発現の誘導を開始して 2時間後 ､ 集菌し､ 0･1 M K Cl､
10m M E D T Aを含む50mM M O P S-K O Ⅱ嬢衝液(pⅡ 6.6)､ で洗浄後､ 菌体湿重量1g当たり5mlの 同緩衝液に
懸濁 した ｡ 菌体懸濁液に終濃度1 0 0〃 g/ml のD Na seⅡを加えた後 ､ 5,0 0 0p･s･i･の 圧 力で フ レ ン チプ レス
(SL M A M INC O) を通 し､ 菌体を破砕 した｡ 未破砕蘭を除去後､ 超遠心 (1 時間､ 4℃ ､ 190,0 0 0×g;日
立 ､ 7 0 A Tロ - 夕 - ､ 4 3,0 0 0rpm) で反範膜小胞を回収 し､ o.1 M K Clを含む50mM M O PS
- K O H凌衝液(pE
7.0)に懸濁 した o 再度超遠心を行 い ､ 同嬢衝液に懸濁 し､
- 8 0℃ に保存 したo
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5 . 内膜画分の調製､ 界面括性剤 による可溶化
m ediu m A中37℃ で適当な試薬を用い て遺伝子発現の 誘導を開始して2時間後､ 集菌し､ 0.1 M K Cl､
2m M P- m e rc aptoetha n ol､ 1 00/o glycerolを含む50mM M O P SI K O H凄衛液(pH 7.0)で洗静後､ 菌体湿重量Ig
当たり5ml の10m M MgC12､ 0.5mM Ⅲ) T A､ 5% glycerol､ 0.5m M phenylm etbylsul血nyl 伽oride(P M SF)を含
む5 0mM MOPS-KOH凌衝液(pli7.0) に懸濁 した｡ 菌体懸濁液に終濃度1 0FLg/mlのD Na seI を加えた後､
1 0,0 0 0p.s .i.の 圧力 で フ レ ン チ プ レス を通 し､ 菌体を破砕 した｡ 未破砕菌を除去後､ 超遠心 (1時間､ 4
℃､ 1 9 0, 0 0× g; 日立 ､ 7 0ATロ ー タ ー ､ 4 3,0 0 0rpm) で反範膜小胞を回収し､ o.5mM ED T A､ 1m M
D T T､ 5% glycerol､ 0.5mM P MSFを含む50m M MOPS-K OH嬢衝液 bE 7.0) に懸濁した . 再度超遠心を行
い ､ 同蔵衝液に懸濁 した後 ､ 3 0- 45%(W / W)シ ョ 糖密度勾配遠心 (1 2時間､ 4℃ ､ Rm ax - 20 5,0 00 ×g;
日立 ､ 4 0S Tロ ー タ ー ､ 3 4,0 0 0rpm) し､ 内膜画分を分取した(218)｡ 内膜画分はo.5mM E D T A､ 5m M
thioglyc e rol､ 1 0% glyc e rolを含む5mM M O P S-KOⅡ緩衝液(pH 7.0)に希釈し(219)､ 道連心 (4 0分 臥 4℃ ､
165,0 0 0× g; 日立 , 70 A Tロ ー タ ー ､ 4 0,0 0 0Tpm) で内膜画分を回収 し､ 5mM 也ioglycerol､ 1 00/o glycerJol
を含む5 0mM M O P S- K O H嬢衛液(pH 7.0)に懸濁し､
- 8 0℃に保存した ｡ また､ 上記3の方法に従い 反範
膜小胞を調製 し､ シ ョ 糖密度勾配遠心以降この 方法 に従うことも可 能である｡
Te払およびその誘導体の可溶化は､ 内膜画分懸濁液 (20mg protein/ml) に終濃度1.25% o ctylgluco side
(o G)ある い は20/o Trito n X-1 0 0(T X I OO)､ 2% dodecylm altoside(D M)を加えて穏やか右こ混和し､ 超遠心
(3 0分間､ 4℃ ､ 2 1 0, 0 0× g;Beckm an n､ T L A 10 0.2ロ ー タ ー ､ 7 0,0 0 0rpn) した o 上清を分取 し､ 更な
る精製操作ある い は再構成実験に用い た ｡
6. テ トラサイ クリ ン排出蛋白の 精製
上記の界面活性剤可溶化後の 超遠心上清50 0FLlを ､ o. 10/o D Mを含む5 0mM trietha n ola min e- H Cl緩衝液
(pH 8.0) で平衡化 した､ ベ ッ ド体構6ml(1×8cm) のD E AE-Sepharose CL-6 Bカラム に添加し､ 初めに
同緩衝液3 0 mi で､ 次い で溶出液全量が3 0mlになるように0.5MまでKCl濃度を直線的に変化させ ､ 溶出し
た ｡ こ の操作の みで ､ テ トラサイクリ ン排出蛋白はほぼ完全に精製される ｡
テトラサイクリ ン排出者白 とジヒ ドロ葉酸還元酵素 (D fIF R) との融合蛋白の精製には､ M ethotre x ate-
aga roseを用い た o 担体は1×8c mの ベ ッ ドでカ ラム に充填され､ 1 M K Cl､ 0.1.
m M E D T A､ 14m M β-
m e rc aptoe也a nol､ 0.1 %D Mを含む1 0mMリ ン酸カ リウム緩衝液 (pH 7.0) で平衡化された｡ 可溶化後の超
遠心上清Imlをカ ラム に添加 し､ 同凍衝液3 0mlで洗浄後､ 3mM葉酸を含む同媛衝液で溶出
'L た｡
7 . テトラサイクリ ン排出蛋白のリポ ソ ー ム へ の再構成
リポソ ー ム は､ 肉薄の試験管中､ 大腸菌リン脂質ある い はL- α -phosphatidylcholine(L
-
α
llecithin)typeII-
s(sigm a)に1mM D T Tを含む2 0m M M O P S
-Tris凝衝液(pH 7.0)を1 0mglipid/mlの濃度になるように加え､
窒素ガス を吹き付けた後密封 し､ バス型 ソ ニ ケ
一 夕 - で超音波処理 し､ 作成 した ｡
大腸菌H.- A T Pase(FoFl
- A T Pase) はMo riya m aらの方法(20 6)に従い ､ O Gで大腸菌D K8/pBW U1 3株の 内
膜画分を可溶化後､ 1 0- 30% グリセロ - ル密度勾配遠心にて精製した｡
(1)凍結融解希釈法による再構成リポソ ー ム の調製: l ong/mlリポ ソ
ー ム60FLl､ 精製FoFl
-A T Pa seL O OFLl
(1 0 0FL g protein)､ およびTetAを含む可溶化後の超遠心上清1 0 0pl(200FL g protein) ある
いは精製TetA
ー 1 8-
1 0 0FLl (20FLg Protein) を混合 し､ 1 8 0℃にて 凍結後 ､ 急速に溶解する操作を2度行 い ､ 13ml の0.1M
K Cl, 5mM MgC12を含む20mM MOP S･T ris緩衝液(pH 7.0)に希釈し､ 超遠心 (1時臥 4℃､ 1 6 5,0 0 0×g
;日立 ､ 7 0A Tロ ー タ ー ､ 4 0･0 0 0rpm) して プロ テ オリポソ ー ム を回収し､ 同棲衛液1 5 0〝1に懸濁
■
した 0
こ の プロ テオリ ポソ ー ム は【3H炉 トラサ イクリ ン輸送悟性測定に用 い られ たo 蛍光消光法 によるH＋輸送
の 潤定には ､ 後述するように､ 凍結融解後の混合液50FLlを1ml の測定用凄衝液に希釈し､ そのまま測定
を行 っ た ｡
(2)ゲル 洩過ク ロ マ ト グラ フ ィ ー に よる再構成 リ ポソ ー ム の 調製: 1mg/mlリ ポソ ー ム 6 0OiLl､ 精製
FoFl
-A T Pase8 0 0FL1(8 0 0FL g protein)､ およびTetAを含む可溶化後の超遠心上清5 0 0FL1(1mg protein)あ
る い は精製TetA 50 0iLl(1 0 0FL g prOtein)を混合 し､
- 8 0℃ にて凍希 ､ 急速に溶解する操作を2度行っ た
後 ､ 5mM thioglycerolを含む20m M M O PS･ T ris媛衝液 (pⅡ 7.0) で平衡イヒしたsephadex G-25カラム (1 X
I Oc m) に添加 し､ 同壊衝液で溶出 した ｡ 白濁した溶出液を集め､ 超遠心 (30分間､ 4℃ ､ 2 1 0, 00× g;
Beckm a n n､ T L A I O O･2ロ ー タ ー ､ 7 0,00 0rpm) し､ プ ロ テオリポソ ー ムを同嬢衝液8 00〃1に懸濁 した｡ こ
の プ ロ テ オリポソ ー ム も【3Hげ トラサイクリ ン輸送暗性測定に用い られた o ･
8. 蛋白質定量法
蛋白質の定量は､ Lo w ryらの 方法(220)､ ある い は､ schaffner and Weiss m an nの方法(2 21)に従い行 っ た｡
い ずれの場合もウシ 血清アル ブミ ン(B S A)を標準蛋白と して用 いた ｡
9 . S D S- ポリアクリル アミ ドゲル電気泳動
Lae mmi iの方法(22 2)に従い 行 っ た ｡ 電気泳動はアト - の垂直型ス ラブ電気泳動装置ある い はマ リソル の
垂直型 マ イクロ ス ラブ電気泳動装置を用 い て行 っ た ｡ 泳動後､ ゲル を染色液 (o.1 % Co o m assie brillia nt
blueR-2 50､ 5 0%メ タノ ー ル ､ l oo/o酢酸) に1 0分間浸 して染色 し､ 脱色液(70/oメタ ノ ー ル ､ 7%酢酸)
で脱色した ｡ 十分に脱色 した後､ 蒸留水に浸 して洗浄 し､ 譲耗の上 に乗せ てゲル乾煉機 (ア ト -) で乾
燥した ｡
10 . イ ム ノ ブロ ッ テイ ン グ
To wbin ら(22 3,2 2 4)､ Bu m ette(2 2印の 方法に従 い行 っ た ｡ 電気泳動後のS DS- ポリアクリル ア ミドゲル に ニ
トロ セ ル ロ ー ス フ ィ ルタ ー (M illipo re､ 0.2 2FL m ､ Ty pe G S), ある い はIm m obilo n
-PSQ(M illipo re)を密着さ
せ ､ 湿式グ ルメ ン ブラ ン範写装置ある い は半乾式グ ル メ ン ブラン蘇写装置 (いずれもマ リソ ル) を用い
て ､ Tris-glycine媛衝液 bH 8.3)(2 5mM T ris､ 1 9 2mM glycine､ 2 0%メ タノ ー ル) 中で転写 した ｡ 範写後の
ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フィ ルタ ー は､ 3% ゼラチ ン含有Tris-buffe red s aline(T BS) 中で ブロ ッ キ ン グし､ 次 い
で ､ 予め大腸菌宿主株か ら調製した膜画分 で非特異的な抗体を吸収した抗血清と3%ゼラチ ン含有TBS中
で 一 次抗原抗体反応を行 っ た ｡ 反応終了後､ ニ トロ セ ル ロ ー ス フ ィ ルタ ー をo.1% T rito nX-1 0 0含有T BS
､ 次 い で ､ T B Sで十分に洗静 した ｡ 二 次抗原抗体反応は ､ 3% ゼ ラチン含有T B S中で ア ルカリ性 フォ ス
フ ァ 夕 - ゼ標識抗ウサギIgGヤギ抗体を用い て行 っ た ｡ 反応終了後 ､ o.1% Trito n X- 10 0含有T BS､ 次い
で ､ T BS で十分に洗浄した o lmM MgC12､ 0.5mg/ mip- nitr oblu etetr azolium chloride (N B T)､ 0.2 5mg/ml
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5-bro m oヰ chlo ro-3-indoylphosphate
. toluidin e salt(B CIP)を含む10 0mM炭酸ナ ト) ウム凄衝液(pⅠⅠ9.8)に
浸 して発色反応を行 い ､ Te仏ある い はその 誘導体の 検出を行っ た ｡ アルカリ性 フ ォ ス フ ァ タ - ゼ標識二
次抗体の代わりに【35S】protein Aを用い る場合は､ ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ルタ ー を沈静後風乾 し､ オ ー ト
ラジオグラ フイ 一 により放射性標識された蛋白の バ ン ドを検出した ｡
11 . 【14CIN エ チル マ レイ ミ ド結合性の 測定
5mg protein/mlの 反転膜小胞1 00FLlに終濃度o.5m M の【14CIN
-
ethylm aleimi de(N E M) を加え､ 3 0℃ で5分
間反応せ た ｡ o.1 M K Clを含 む5 0mM MOP S-KOIi緩衝液 (pH 7.0)1 miを加えて 直ちに超遠心 (3 0分間､ 4
℃ ､ 2 1 0, 00×g;Beckm an､ T LAIOO.2ロ ー タ ー ､ 70,0 0 0rpm) した｡ 沈殿を2 00FLlの0.1M NaCl､ 10/o
Trito nX-10 0､ 0.1%S D S､ 5mM N E Mを含む1 0m Mリ ン酸ナトリウム渡衝液(pH 7.4)に懸濁し､ 可溶イヒし
た｡ 超遠心 (3 0分間､ 4℃ ､ 2 10,0 00× g;Beckm an n､ T L A I O O.2 ロ ー タ ー ､ 7 0,0 0 0rpm) 後の上清を抗
TetA-Ct1 4抗血清1 5FLlと混合 し､ 室温で 1時間反応させ た . 更に､ Pa nso rbin(226)(Calbiochem) を1 0 0jLl
加え､ 室温で 1時間反応させた ｡ 低速遠心で得られた沈殿を適量の0.1 M NaCl､ 1% Trito nX
- 1 00､ 0.1%
s D Sを含む1 0mMリ ン酸ナ トリウム 嬢衝液(pH 7.4)で数回洗浄した後､ Lae m mliのs a mplebnffer(222)に懸濁
した ｡ 室温に3 0分間放置 した後､ 低速遠心上清 をsD S- *
o
リ アクリル アミ ドゲル 電気泳動に用い ､ オ ー ト
ラジオグラフイ 一 により放射性標識さ れた蛋白の バ ン ドを検出した ｡
1 2
.
テトラサイクリ ン輸送括性測定法
(1)反転膜小胞で の テトラサイクリ ン輸送活性の測定(5)
テトラサイ クリ ン輸送活性は反転倶小胞へ の【3Hlテトラサイクリ ンの取り込みと して 測定された o
3.5mg pr otein/ mi の反転膜小胞1 0iLlに25 0mM β
- N A D Hをo･5FLl加えて ､ 3 0℃で1分間反応させ (射照
はβ
- N A D Eを加えな い) ､ [3H]テ トラサイクリ ン､ CoC12､ 0･1 M K Clを含む50mM M OP S
-K O H媛衝液(pⅡ
7･0)を4 0FLl加えて ､ 3 0℃で任意時間反応させた o O･1 5 M LiClを含む5mM MOP S
･K O H凍衝液(pE 7･0)を
2ml加えて希釈し､ 素早くニ トロ セ ル ロ
ー ス フ ィ ルタ ー (M illipore, 0･4 5FL m ､ Type ⅡA)を通 して減圧下
洩過 し､ 更に2度同棲衝液で洗浄 した . 減圧涼過 には ､ M illipo reの ポ ンプを装着 した ､ Ho eferの1 0穴凍
過装置を用い た ｡ ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ
ー は1 0mlの シンテ レ 一 夕 - (2,5-diphe nylo x
'
azdne(D P O)8g､
2,2
,
-
p
-
phenylen e-his(5-phenylo x azole) (POP O P)0･2g､ T rito nX
-1 0 01 e､ トル エ ン 2 e)に溶解し､ 液体シ
ンチ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー で3H-dpmを測定した ｡
通常 ､ 輸送活性測定は､ 1 0/L M [3=]テトラサイ クリ ン ､ 50FLM CoC12存在下 ､ 0･1 M K Clを含む5 0mM
M O P SIKOH凄衝液 (pH 7.0) 中で行われ ､ 5､ 1 5､ 3 0､ 4 5､ 6 0､ 9 0および1 2 0秒間
の 取り込みを測定し
た o また ､ テ トラサイクリ ン輸送の速度静的パ ラメ
ー タ ー は､ 1mM CoCl存在下 ､ 様々 な(3H]テトラサイ
クリン 浪度にお い て3 0秒間の取り込みを測定し､ n o n
-line ar regres sion cu r v eより求めた o
ー2 0-
(2)プロ テオリポソ ー ム で の テトラサイ クリ ン輸送晴性の測定
プロ テオリポ ソ ー ム3 0jLlに0.1 M K Cl､ 1 0mM 鳩C12､ LIL 菖/ml v alin o mycin ､ 1 0mM ATPを含む10mM
T ric ne-choline媛衝液 bH 8.0)を30FLl加え､ 30℃ で 1分間反応させ た (対照はA T Pを加えない) 0 0･1 M
K Cl､ 1 0mM MgC12､ IiL g/ml v alin o mycin､ 10FL Mt3H】テ トラサイクリ ンを含む1 0m M Tricine
-cholin e緩衝
液 (pH 8.0)を9 0FLl加え､ 30℃で任意時間反応させた後､ 全量を5mM 也ioglyce rolを含む1 0m M T ric ne
･
cb｡1ine媛衝液(pE 8.0)で平衡化したsepbade xG-5 0遠心カラム に添加し ､ 4 00×gで 2分間遠心 した ｡ 溶出
液の蛋白質濃度と3H-dpmを測定した｡ 清性測定はA T Pの代わりにβ- N ADIi(終濃度2.5 血M) を用い ても
行われた ｡
13 . プロ ト ン輸送測定法
膜を介した プロ ト ン の移動は蛍光消光法(227)により測定した ｡ 蛍光は日立F-20 0 0塾蛍光分光光度計を
用 い て測定した o pE感受性蛍光プロ ー ブとして quin acrin e(励起波長4 4 0n m､ 蛍光波長50 0n m) ､ ある い
は､ ac ridine or a nge (励起波長49 0n m､ 蛍光波長5 4 0n m) を用 いた ｡
(1)反転膜小胞で の プロ ト ン輸送活性の 測定
o.1 M K Cl､ 1 0mM MgS O4を含む50m M M O P SI K O =緩衝液 b= 7･0)1mlに､ 2mg pr otein/mi の反転膜小飽
を2 5FLl､ 16 0FLM quin acrine(ある い は2 5 0iL M a cridine ora nge) を5pl加え､ 蛍光の モ ニ タ
ー を開始し
た o 25 0m M β-N A D =を2･5FLl､ 2mMテトラサイクリ ンを5
- 1 0FLl､ 1 M N H4Clを5FLl馴涙次加えた o
(2)プロ テオリポソ ー ム で の テトラサイクリ ン輸送活性の測定
o.1 M K Cl､ 1 0mM MgC12を含 む1 0mM Tricine
･cbolin e潰衝液(pH 8･0)1mlに､ 凍結蘭解後の蛋白脂質混
合液を5 0/Ll､ 1 60/L M quinac rine (ある い は2 5 0FL M acri dine o range) を5pll O･2 5mg/ml v alin o nycinを
2.5FLl加え､ 蛍光の モ ニ タ
ー を開始した o o･1 M A T Pを5FLl､ 2mMテトラサイクリ ンを5
- 1 0FLl､ I M
N H4Clを5〝1を順次加えた ｡
1 4. ジ ヒ ドロ 葉酸還元酵素括性測定法(210,21 1,2 28)
N A D P Hの分解に基づく3 4 0n mにおける吸収の時 間依存の減少を測定し､ その モ ル吸光係数 E
= 1･1 8×
1 03M
-1c m
･1 を伺い て酵素活 性を求めた ｡ I U の酵素滑性は30℃ にお い て 1分間当たり1FL m Olの ジ ヒド
ロ
葉酸 (D E F) をテトラ ヒ ドロ 葉酸 (T=F) に還元する酵素量と した o 日立ひ33 0 0塾分光光度計を用
い て 吸
光度を測定した ｡
1 2m M β-m erc aptoe也anolを含む5 0mMリ ン酸カ リウム凄衝液 (pH 7･0) 2mlに､ 適当量
の酵素溶液､
24m M N A D P Hを5〃1加え､ 吸光度測定を開始した o 2 0m M D ⅡFを5〃1加え､
お よそ 5分間測定を続け
た ｡
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1 5. βう クタ マ
- ゼ惰性測定法(22 9･23 0)
βう クタム剤の ラクタ ム環開裂に基 づく吸収の 減少を測定した o β
- ラクダム剤はc ephalothin (C E T)､
benzy1penicillin (P C G) を用 い た o c ETの26 5nm におけるモ ル吸光係数は 亡
- 7･20× 1 03M
'1c m
- 1
､ P C Gの
2 3 5n m にお けるモ ル吸光係数は e - o.9 4×103M
- 1c m
-1である ｡ 1 U の酵素清性は3 0℃にお い て l分間当た
り1〃 m ol のβ- ラクタム剤を加水分解する酵素量と した ｡ 日立リ
ー 3 3 0 0型分光光度計を用 い て 吸光度を測
定した ｡
1 2皿M β-merc aptoe也anolを含む5 0mMリ ン酸カリウム嬢衝液 (pH 7･0)2mlに､ 適当量の酵素溶液を加
え､ 吸光度測定を開始 した ｡ 1 0m M のβ-ラクタム剤溶液を40〃1加え ､ およそ5分間測定を続けた o
ー 2 2-
第2章 細胞質側親水性領域 に存在する保存性配列モチ ー フG X X X D R X G R Rの役割
第1節 は じめに
二 次性能動輪遺体 は生物界に普遍的に存在 し､ その生 命晴動を支えて いる(1)｡ その 中で､ H＋共役型シ
ン ポ 一 夕 - ､ ア ンチ ポ ー タ ー お よび ユ ニ ポ ー タ ー の 多くは､ 輸送基質や共役方向が異なる にもかかわら
ず､ α ヘ リ ック ス を形成すると考えられる1 2本の疎水性領域 が細胞質膿を貴通する二次構造が共通に推
定されて い る(43-48)0 He nderso nらは種々 の 二次性能動輸送体の アミノ 酸 一 次配列を比較し､ 特定の アミ
ノ酸残基が短い領域に保存され るモチ ー フ を数種同定し､ それらがほと ん どの 輸送担体にお い て ､ 推定
二次構造中全く同 じ位置に見い だされるこ とを述べ て いる(44,45)｡ こ の ことは, それらが輸送担体の種類
を越えて共通の役割を持っ て い る こと ､ 二 次性能動輸送体が基本的に共通の メ カ ニ ズム によ っ て基質輸
送やそれ に共役するイオ ン 輸送を行っ て い る こと ､ 更 には､ これら輸送担体が共通の現先を持つ ことを
示唆して い る ｡ 幾 つ かの モ チ ー フ の中で ､ とりわけ ､ 第2膜貴通領域と第3膜貫通領域と を結ぶ柵胞質
側親水性領域 (ル ー プ213) には､ 保存性アミノ酸残基が集中して存在し､ Arg-Ⅹ ･Gly-Arg-Ar雷(Ⅹは任意
の アミノ酸残基) と いうモ チ ー フを構成して いる ｡ こ の モ チ ー フ の 直前にはAsp残基が ､ 更に4残基前に
はGly残基がよ く保存されて いる の で ､ G ly- X - Ⅹ-Ⅹ･ Asp- Arg- Ⅹ- G ly- Arg- Argとモ チ ー フは拡彊さ れて いる
(Figure 2-1) ｡ こ の モチ ー フ は1 2回膜貴通塾輸送担体ばかりで なく､ 14回膜貫通型輸送担体にも同じ
領域に保存されて いる(ll)0
c hopr aはテ トラサ イ クリ ン排出 を伸介 する全 て の耐性蛋白 (グラム 陰性細菌の ク ラス A - E､ G ､
H､ グラム 陽性柵革の K, L) の ル ー プ2･3に､ モ チ ー フを構成するAsp残基に加え､ そ の前にSer残基が
保存されて い る ことに注目し､ こ の 連続するSer-Asp残基が基質結合部位で はない かと推察した(50)｡ 当研
究室 で はこの 点に関して ､ 部位特異変異導入法を用 い てす で に解析 がなされて い る(49)0 Asp6 6残基の
As n変異体が完全 にテトラサイ クリ ン輸送活性を消失 し､ G lu変異体が野生塾の1 0%程度の 輸送括性を保
持する ことから ､ 6 6位の負電荷が機能に必須 であると籍静された ｡ Te仏 の輸送基質は､ 正味1価カチオ
ン の テトラサイクリ ン Mg2＋ キレ ー ト体であるの で ､ Asp6 6残基は基質と相互作用する部位であると推察
された｡ 一 方､ ser6 5残基はAlaやCysに置換 してもテトラサイクリ ン翰漸舌性にほと んど影響がなく､ そ
れ自身は機能に必須な残基で はない ｡ と こ ろが ､ cys6 5変異体の テ トラサイク リン輸送活性は､ s H修飾
試薬の ひと つ ､ N- エ チ ル マ レイ ミ ド(N E M) を作用させる ことによりほぼ完全に阻害さ れるの に射し､
N E Mよりも修飾側鎖 の小さな
●
メチ ルメ タ ン チオス)I, フ ォ ネ - I (M M T S) では約4 00/.残存する というよ
うに ､ S H基修飾によ る晴性阻害の程度が修飾基の大 きさ に依存 して い た｡ こ の こ と. は変異導入解析に
ょ っ ても確か められて い る(231)｡ すなわち† M M T S修飾を受けたCys残基に相当する ､ Met6 5変異体で は
中程度の 輸送晴性を保持 し､ 側鎖が大きくなるP be6 5変異体では活性が完全に消失する ｡ また､ Cys65変
異体に対するN E M修飾が基質テトラサイクリ ンの 存在により保護されず､ む しろN E M結合が促進される
(232)ことか ら ､ ル ー プ2-3中央のSer-Asp残基は基質結合部位で はなく､ むしろ ､ 6 6位負電荷が輸送の初
発段階にお い て基質と 一 時的に相互作用して いる と推定された ｡ それ故､ 細胞質側の ル
ー プ2-3は ､ 膜貫
通領域によ っ て構 成され る基質透過経路の 入り口 に相当するゲ
ー トと して機能 して い ると考えら れた
(4 9,23 1-2 3 3)0
本研究で はこ れらの結果を受けて ､ ル ー プ2-3を構成する残り8残基の重要性を評価し､ 個々 のアミノ
酸残基の役書TJtル ー プ2-3 の役割に つ い て検討した o 特に1 )i,
- プ2:3には負荷 電残基がAsp6 6残基ただ
ひと つ であるの に対 して ､ 塩基性残基が モ チ ー フを構成する3 つ の保存性Arg残基とLys6 3残基と合計4
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Fj? r e2
･1･ Co n se r v ed s equ e n c e m otif) G XX X D R X G R RIin aptltativ e cy
toplasmiclo op,lo op2
-3
･
betw e e ntr a n s m e nbr a n e
segm e nts2 a nd 3ofv ario u s m e mbra n etra n spo rtpr otein s･ Co n se r
vedamino a cidr esidue s are sho w ninbo x es･ A b bre viatio n s
ar e asfollo w s:TetA and Yet, tetra cyclin e resistan c eprotein sfro m Gr am
- n egative and
-po sitiv eba cteria, respectiv ely(2 7,28,3 5,
149
, 153, 15 7, 16 1, 1 63, 16 4). CmlA, Tn196 9-e n c oded chlo r amphenic ol r esista n c eprotein(7 7)･ Bc r, bicyclo mycin re sita n ce
pmtein (7 9). EmrD, E. c oltm ultidrug r e sistan c eprotein(80)･ No rA, ne w quin olo n e re sista n c epr otein (8 1)･ Bm r, B ･ s ubtilis
m uld drug r esistan c eprotein(8 5). Cml R, chlo r amphe nic ol resistan c eprotein (91). Em rB, E･ c oltm uld drug resistanc eprotein
(9 6)I Qa cA, antis eptic re sita n c eprotein (93)･ M m r, m ethy
le n o mycin A resistan c eprotein (98)･ Tc mA, tetrac eno mycin C
re sistan c epr otein (99). Lm rA, lin c o mycin re sitan c eprotein (10 1)･ ActII- O R F 2a nd ActVA-ORFl, a ctin o rhodin re sita n c e
protein s(10 2, 103). Pu r8, pu ro mycin re si tan ce protein(10 4)･ Cm cT, c epha mycin re sitan ceprotein(105). C G A T, chro m affin
gra nule amin etranspo rter(2 1). S V A T, syn aptic v e sicle a min etr anspo rter(21)I V A C h T, v e sic ula r a c etylcholin etraJISPO rter(23 4;
s e eals o23 5, 23 6). O C r l, o rg anic catio ntr an spo rte rin re nalproxim altubule s(2 3). S V 2, syn aptic v e sicle protein 2 fr o mbrain
(23 7; s e eals o23 8, 23 9). CitA, pla s mid- m ediated citrate tra n spo rte r(2 40, 2 41)･ KgtP, α -ketogluta rate tra n spo rte r(2 42)･ AraE,
a rabin o s epe r m e as e(2 43). G al P, galaLCtO S eper m e a Se(44)･ XylE, xylo s eper m e as e(2 44)･ La cY,la cto s eper m e as e(2 45)･ CscB･
s uc ro sepe rme a s e(2 46). RafB,raffho s epe rm e as e(2 47)A M elB, m elibio s epe r m ea se(248), G L U T 1-7,gluco setr an spo rte rs(2 49-
254). PepT l, dipeptide/H
＋
sympo rte r(2 55; se e also2 5 6)I G A L2, gala cto s etr a n spo rte r(257, 25 8). H X T 2, hex os etranspo rte r
(2 59).
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残基存在 し､ ポリカチ オ ニ ッ クであると いう点 ､ 2 つ の 保存性Gly残基の ル ー プ構造形成､ 錐持 へ の 寄与
に関して 留意 した ｡
第2節 部位限局ラ ンダム変異導入､ 部位特異的変異導入による重要残基の検索
すで に解析が行われたser6 5､ Asp6 6残基以外 にル ー プ2-3領域に重要残基が存在するか どうか を検討
するため ､ まず初めにル ー プ2- 3を構成するアミノ 酸残基全て を標的と して部位限局ラ ン ダム変異導入を
行っ た ｡ こ の 際､ 変異導入用プライ マ ー と して ､ Tn1 0-TetA のLe u6 1フう､ らva17 3 のコ ド ン に対応する塩基
配列 (5'-C T T.G G A. A A. T G.T C T.G A C. G A.T T T.G G T.C G G.C G C. C A.G T G-3') を､もと に､ それぞれの位
置に他の 3種の塩基が0.5%ずつ 混在する ように合 成された オリゴヌ ク レオチ ドを用い た ｡ 変異導入は
Eckstein法に従 い ､ Te仏 の α 領域のサ ブクロ ー ンpE R2(51) のssD N Aを鋳型と して用い た ｡ 単離されたプラ
ス ミ ド (pR N D シリ ー ズ) 42種の ル ー プ2-3付近に対応する部分の 塩基配列を決定 した ｡ Table 2-1には塩
基置換を生 じて い たプラス ミ ドにつ い て ､ その 塩基置換とそれに伴うアミノ酸置換が示されて い る ｡
Table ヱ･ 1･ Nu cle otide s eqtl e n C e Of lo c aliz ed r 乱ndo m m tlA ntS･ Only stlbstituted m lCleod des are
sho w n.
Pla s mid Nucle otide s ubstitution A min o a cidsubstitutio n
甘 - 61Le u Sly lps 斌et Se r Asp Arg The GIy 且rg Arg Pr o Va1 73
- C
5' - C TT G G 且 Å且AA T G℡CT G 且C CG且 T T TG G T CG G C GC C CA G TG - 3 -
pR N D 16 0
PR N D I0 8
pR N D 156
pR N D l
PR N D 1
pR N D 5
pR N D 2
PR N D 1
PR N D 1
pR N D l
PR N D 1
PR N D 1
6
54
0
57
63
04
24
03
pR N D 3
pR N D 1 6 1
pR N D 1 4 1
pR N D l 10
PR N D I 05
- - ー ー T - - - - - † - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - ･ - - - - - - ℡ - - - - - - - - - - - - - - - 1 - - - - - - - - - - - I - -
- - - li l - - - - - - - - - - A - - - l l - - - - - - - - - - - - - - - - - -
_ _ _ - _ - - - _ - - - - - - - - - - ℡ - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
_
_
_
_ _ . . _ _ _ _ _ _ _ , _ _ _ . _ - N ･ - - G - - - ･ - - - - - - - - - - - - - I -
_ _
_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ - - - - - - - - - - C ･ ･ - - - - - - - - - - - -
_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ - _ - - - - - - - T - - - - - 1 - - - - -
_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
_ _ - 1 - - - - - - - - - - T - - - - - - - -
_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ i. _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ - - - - - - - - - T - - - - - - -
_ _ _ _ _ _ - - 1 N -
- - - - C - - - - - - - - , - - - - - - I , I - - - ･- - - - 1 - -
_ _ - _ _ _ _ _
- - - - - - - - - T A- - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
_ _ _ _ _ _ _ C - - - - - - - - - - - - - - A - -
_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
_ _ _ _ _ _ _ _ _ - _ - - - 1 A - - - T - -
_ - _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
_ _ _ _ _ _ _ _ - - 1 A A- - - - T - - - - - -
_ _ _ _ _ G _ - - - - - - - - - - - T - - - - - A - - A - - - - - - I - - - -
G ly6 2一 Val
Lys6 3→ As n
Asp6 6- Asn
Arg6 7
I
- Letl
P he6 8. V al
0 1y6 9
- A la
Arg7 0. TTP
Arg7 1- Cys
Arg7 1
1･ ＋Le u
(silent)
(sile nt)
P he6 8- Leu,
Va173→ M et
Va173 . Le u
(sile nt)
Arg6 7→ stop,
Gly6 9→ Ser
No bas e change:pR =D4 6, 8, 9, l l, 1 2, 1 3, 1 4, 1 5･ 18･ 4 8･ 1 20･ 12 3･ 14 2･ 1 4 4･ 1 46･ 1 4 7･ 1
4 8
7
1 49･ 15 0.15 1, 152･
15 5
,
158, and 16 2.
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この ラ ン ダム変異導入で は ､ ル ー プ2-3の ほぼ全域 に渡っ て変異体を作成する ことが で きたが ､ Met6 4
残基の変異体を得る ことが できなか っ た ｡ 本研究で はル ー プ2- 3 の構成残基の変異体を扱うの で ､ 得られ
たラ ン ダム変異体のうち ､ Gly6 21 - Val､ Lys6 3- ＋ As n､ Arg6 7- Le u､ P he68 一 Val､ Gly69- Ala､
■
Arg7 0
- Trp､ Arg7 1→ Cys､ および ､ Arg7 1- ⊥e u変異体を以後の解析 に用 い る ことにした ｡ 目的の塩基置換を
含むEcoR VI EcoRI制限断片をそれぞれの変異pRNDプラス ミ ドか ら静製 し､ トラ ンス ポゾ ンTnlOに由来す
る 出遺伝子を持つ ロ ー コ ピ ー プラス ミ ドpLG T 2(51) の対応する部分と交換し､ 変異tetA遺伝子を持つ プラ
ス ミ ドをFi即 re 2-2に示すように構築した｡
得られた変異プラス ミ ドで 大腸菌w 3 10 4株を形質範換し､ 薬剤感受性測定とイム ノ ブロ ッ テイ ン グに
よる変異TetA産生の確認 を行 っ た o イ ムノ ブロ ッ テイ ン グの ためのSD S- ポl)ア クリルア ミ ドゲル電気泳
動 には､ 超音波破砕膜10FL g prOtein相当を用い た ｡ なお ､ 準音波被砕膜は ､ 菌体培養液のOD61 0がo.4 の
時点で終濃度o.2 5FL g/mlの HCT C(12 1
o
C で20分間処理 したもの) を加えて遺伝子発現を誘導した後 ､ 調
製された o 変異蛋白はすべ て野生型TetAと同程度産生 されて い ることが確認された (data n otsho wn) o
変異プラス ミドを有する大腸菌w3 1 0 4株の テトラサイクリ ン耐性レ ベ)i/ をTable 212 (* で記した彰の
がラ ン ダム変異導入で得られた変異体) ･ に示 した｡
Table2･ 2･ Tetr a cyclin e r e sista n c ele v els of E. e oli W 3 10 4c ellsha rbo ring r a ndo m a nd site ･
dir e cted m tlta ntPl& s mids･
Asterisks(*)indicate m ut皿tS Obtain ed throt1ghrando m Ⅱ mtagen esi . Resistancele vels w ere e xpressed asthe
minim t minhibitory co n centratio n¢瓜C).
plasmi d TetA
Ⅶ C oitge/tmmic)yclhe p.asmi d TetA Ⅶ?Oitge/tmdC)yClh
e
No n e No n e O.8 pL G G 6 9S Gly69→ Ser 10
pL G T2 W ild-ty pe 200 pL G G 6 9 C Gly69- Cys lOO
pu ユG 62 A Gly62
･
→ Ala 1 2.5 pL G G 69 N Gly69- Asn 9･5
pL G G 62 V
* Gly62→ V al 0･8 pu }G 69Q Gly69- Gln 50
pLj3 G 62 L Gly62→ Leu 3.1 pL G R 70 W
* Arg70- Trp O･8
pL G G 62N Gly62→ Asn l･6 pL G R 70 A Arg70
1 ･> Ala 12･5
pL G K 63 N
* Lys63一 Asn ioo pL G R 70 L Arg70→ Len O･8
pL G K 63 C Lys63
･ → Cys 200 pL G R 70 K Arg70
- Lys 12･5
pI.G K 63 L Lys63- k u 50 pL G R 70 D Arg70
- す Asp O･8
pL G M64 C Met64
-･＋ Cys 200 pL G R 7 0S Arg70
- Ser 12･5
pL G S 65A Ser65一 Ala 200 pL G R 71 L
* 血g71- Leu 50
pL G S65C Ser65→ Cys 200 pLG R 71 C
* 血g71- Cys 50
pLG D 66 N Asp66- Asn O･8
pL G D 66 E Asp66- Glt1 4･7
pL G D 66R Asp66→ Arg O･8
pL G R 67 L
* Arg67- Leu 200
pL G R 67 C Arg67
･ - Cys 200
pL G F68 V
* Phe68一 Ⅴal 200
pL G D 66N /R 70L Asp66
→ Asn, 0･8
Arg70
- す Leu
pL GI 光6N /R 70A Asp66
- h, 0･8
Arg70→ Ala
pL G D 66 R/R 70DAsp66
･
ヰ Arg･ 0･8
Arg70→ Asp
pL G F68 C
pL G G 69 A
*
pI∫iG 69 V
pI-G G 69 L
pL G G 69Ⅰ
Phe68･ . Cys
Gly69＋ Ala
Gly69- V al
Gly69→ Leu
Gly69→ Ile
200
1 2.5
0.8
9.5
0.8
pL G R 67 L/R71 L Arg67
. Len,
Arg71→ Leu
pL G K 63 L/R 67 L Lys63→ Leu,
/R 71 L Arg67
-
す Leu,
Arg71) Leu
50
12.5
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Amp
pE R2
tetA(α)
EcoR V
Ec oRl
iMutage n e si
Amp
pE RG62 V
tetA(α)
i
★
Ec oRV
EcoRl
Ec oR V＋E00Rl
4 8 5bpin s ert fraョm e nt
亡coRV
tet月
EcoR[
tetA
βa/れ川
Km
Bg^ I
pL GT2
ネEc oR V＋EcoRI
7.8 kbve ctorfragm e nt
Ligatio n
Km
tetR
EcoRl
Ec oR V
Bgnl
pLG G 62V
tetA
Ba mHJ
Figu re2･2･ Co n strtlCtio n of lo w･ eopyntlmbe rplasmi ds ca rrymg the m uta nt おIA gen es･ p m w as
●
c o n stru cted byin sertio n Qf the485 bpEcoR V-Ec oRI fragm entof thetelAgen einto the v ecto rfragm ent of
pu cl18 R V(51), which is aderiv adve ofpU Cl18 in which the EcoRV sitehasbeenintrodu ced into the
Qriginal Sa cl site by alinkerinsertiop. The Ec oR V-EcoRI fragm entfro mthe m utantp n 2plasmi d(for
e x amiple, pER G 62V)w astransferredto the corr espo ndingregio n ofpL G T2(51), which c ontainsthe emire
tetA andtetRgen es, r esul tingin the m utantlo w
-c opyn umberplasmi d(for e xamiple,pL G G 62 V)･ Asterisks
(*)indicate the m utatio n sites.
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この結果より ､ va16 2お よびTrp70変異体はテ トラサイクリ ン耐性を全く与えず､ A la6 9変異体が中程
度の薬剤耐性 しか与えない こと がわかる ｡ 従 っ て ､ この 3残基はテーラ サイクリ ン輸送機構 にお い て重
要で ある こ とが予想される o Gly6 2､ Gly6 9､ Arg7 0 の3残基は､ 保存性配列 モチ ー フを構成する残基で
ある ことは興味深い ｡ また ､ モチ ー フを構成する残基でありながら､ Arg67残基やArg71残基は置換の影
響があまりなく､ Arg7 0残基と は対照的である ｡
そ こで次に､ G ly6 2､ Gly6 9､ Arg7 0 の3残基 に特に着目 し､ 数種の 部位特異助変異体を作成するこ と
にした ｡ また､ ラ ン ダム 変異導入で はMet64残基の 変異体が得られて い ない の で ､ 部位特異的にcysに置
換した ｡ cys置換はその 他､ Lys6 3､ Arg6 7､ P he6 8､ Gly6 9残基につ い ても行っ た ｡ 部位特異的変異導入
に用い られた合成オリ ゴヌ ク レオチ ドの 塩基配列をTable 2-3に示した ｡ これ らはアミノ酸置換を起こす
塩基置換の ほか に､ サイ レ ン トで新た な制限酵素切断部位が導入されて いる ｡ pER 2の▲ssD N Aを鋳型とし
てEckstein法に従い 変異導入操作を行っ た後､ まず初め に新た な制限酵素切断部位の出現を確認し､ 次い
で塩基配列の確認を行 っ た o 変異が確認されたpE R 2プラ ス ミドよりEcoR V-EcoR I制限断片を調製し､
ロ ー コ ピ ー プラス ミ ドpL G T 2 の対応する部分と交換 し､ 変異プラスミ ドを構築した (Fi即 re2-2) o これ
を用 い て大腸菌w 3 1 0 4株を形質転換した ｡ 蛋白は全て の変異体 につ い て野生塾と同程度産生されて い る
ことを確認し (data n otsho w n) ､ 薬剤感受性を測定した (Table 2-2) o
■
Table 2･ 3. M tltage nic pri m e rs tl S ed fo r site･ dir e cted m tltage n CSis.
Mutagenic pn m ers co ntain tw okinds of mis m atches･ The o n e c auses amin o acidsubsdtudo nand di e Otherthe
introdu ctio n ofn e w restricdon site(s). Asterisks(*)indicate mis m atches. Underlinesindic ate n e w restriction sites
introdu ced. I
拙 - er N uleo也deseque - ?hO:Og
n
e 忠言end
G 62 A
G 62 L
G 62 N
K 63 C
K 63 L
M 64 C
D 66 R
R 67C
F 68 C
* *
5 I - GGCTTG C AA A A T G T C T G 且T C G 且T- 3
-
Cユa工
★ ★ ☆ ★
5 I _ C T T G G C T T C T T A A G A T G T C T G- 3-
Afユ工エ
★ ★ ★ ★
5 I _ G G C T T A A T A 丸 姐 T G T C G G A C C G- 3I
Nc o=
☆ ★ ★ ★
5 I - G G C T T G G A T G T A T G T C Tq 迎 過豊 T- 3-
C la=
☆ ★ ★ ★
5 - - C T T G G C T基 迎 浄A TG T C T G- 3I
β七u工
☆ ★ ☆ ★
5
-
- C T Tq 逃 込基聖⊆望望⊆T 髄 聖蛙T TG G- 3
.
加 nr Cla=
★ ★ ☆ ★★
5 - - T G G A A 且A A T G Ag W G A T T T G G T- 3
-
Sa1=
,
Hin c= =
★ ☆ ☆
5
I
- T G TC T G A C T G T T T Tq 迎 G C C C A- 3
-
SalI, Hin c= =
★ ★
5 f _ A T G T C T G 且C C G A TGTq 迎 追G C C C A- 3
I
sa1= ,Hinc= =
ー 2 8-
G G A･ 一 GC A Gly62→ Ala
G G A- ,C Tr Gly62→ Leu
G G A- A A T Gly62→ Asn
A A A- T G T Lys63→ Cys
A A A- C T A Lys63- Leu
A TG - TG T Met64→ Cys
G A C- C G A Asp66→ Arg
C G A- T O T Arg67
- 'Cys
T IT- TO T Phe68→ Cys
G69 V
G69L
G69I
G6 9S
G6 9 C
G 69N
G 69Q
R7 0A
R7 0L
R70S
R 70 K
R 70D
D 66N /R 70 D
★ ★★
5
I
- A T G T C Tq 主監⊆⊆基聖TT GT 且C G G C G C- 3
I
Cla=
☆ ★ ★ ☆
5
.
- C G A T T T C T T C G T C G 且C C A G T G_ 3-
Sal=, Hin c= =
★ ★ ☆ ☆
5
I
- C G A T T T A T T C G T C G A C C A G T_ 3I
Sal=, Hin cI =
* * * *
5
-
- C G 且℡℡℡℡C ℡C G ℡C G A C C ÅG ℡- 3-
Sa1=, Hin c= =
★ ★
5
I
- C G A T T T T G T C G A C G C C C A- 3
'
Sa1= , Hin c= =
★☆ ☆ ☆ ★
5
.
- C C G A T T T A A T C G G ÅG G C C T G T G C T G- 3I
βtu工
★ ★ ★ ★ ☆
5
-
_ ÅC C G A T T T C A A C G T C G ACC A G T GC T- 3
I
Sa1=, Hin c= =
★ ★ ★ ★
5 - _ GA T T TG G A G C T C G C C C A G T G C- 3
f
βacェ
★ ★ ★ ★
5 I _ A T T T G G T C T G A G G C C T G T G C T G T T- 3
I
β七uエ
☆ ★ ☆ ★ ★
5 I - G ÅT T ℡G G T T C GA G G g 望G T G C T G T T- 3
I
S tu=
★ ★ ★ ★ ★
5 - - G A T T T G G T A 且GA G⊆⊆£遭G T G C TG T T- 3
I
β七uエ
★ ★ ★★ ★ ★
5 I - A C C G A T T T G G T G A T匙 迎 G T G C T G T T G T- 3
-
S tu=
☆ ★ ★ ★ ★ ★☆ ★ ★
5I _ A A A A T G T C T A 且T旦塾聖 T G G C T T越 茎追望G T G C T G T T G- 3
I
Cla= β七uエ
Afl= I
★ ★ ★
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G O T- G T A Gly69→ Ⅴal
G G T1 . CT T Gly69T 'Letl
G O T- A T T Gly69. ne
G O T- T C T Gly69. Ser
G G T･ ＋ T G T Gly69. Cys
G G T- A A T Gly69→ As n
G G T- C A A Gly69→ α n
C OG - G C Tノ叫g70→ Ala
C G G- C T G Arg70 → Leu
C O G- T CG Arg70→ Ser
CG G,･ ･>A A G Arg70→ Lys
C G G- G A TArg70. Asp
G A C- A A T Asp66＋ Asn
CG G- T T A Arg70
1,- ･' Letl
C G A･ 一 C T A Arg67
1･
＋ Letl
C G C-･ ＋ C T C Arg71. LetI
Gly6 2残基の変異体の 中で ､ Ala変異体のみ 中程度の テトラサイク リ ン耐性を保持するも のの ､ その 他
の置換で ほぼ完全に耐性は失われ てい る ｡ もうひと つ のGly残基 ､ Gly69残基の変異体 は ､ 導入されるア
ミノ酸残基により耐性 レベ ル は様々 であるが ､ 完全 に耐性が失われるものもあり､ 2
つ の保存性G ly残基
は重要な役割を担 っ て い ると考えられる o 荷電残基 に関して は､ 以前の 解析 で機能に必須で ある ことが
分か っ て い るAsp6 6残基以外に､ Arg7 0残基が置換による耐性 レ
ベ ルの低下が認められており､ 重要であ
ると考えられる ｡ 残りの塩基性残基､ Lys63､ Arg6 7､ Arg71残基は置換の影響を ほとんど受けず､ 機能
ー 2 9-
に必須で はな い と考えられる ｡ 2 つ のGly残基および4 つ の塩基性残基の役割につ い て は､ 節を改めて述
べ る ことにする｡ こ こ で はまず､ Table 2-2の結果からあまり重要でな いと考えられるMet6 4残基とpbe6 8
残基の 変異体の テトラサイク リ ン 輸送特性につ い て 述べ て おく｡ なお ､ 野生型ある い は変異蛋白を含む
反転膜小胞 へ の呼吸基質N A DH依存の テ トラサイ クリ ン取り込みをテトラサイク リ ン輸送晴性と した ｡
テトラサイ クリ ン取り込み の測定は､ 10FLM(3H]テ トラサイクリ ン ､ 5 0FL M CoC12が存在する条件下 で行
われた ｡
Met6 4およ びpbe68はモチ ー フ を構成する残基で は な いが ､ P be6 8に相当する部位には芳香属性側鎌を
有する アミノ 酸残基が多くの蛋白に見 い だされ注目される (Figure 2-1) 0 Met64残基はCysに､ P be6 8残
基はValおよびcysに置換 したが､ Figure 2-3に示すように､ 野生型と同程度の テトラサイク リン輸送活性
を示すの で ､ これらは機能 に必須な残基で はない と いえる｡
第3節 2 つの 保存性Gly残基の役割
2 つ の朕貴通領域を結ぶ ル ー プ領域にはβタ ー ン構造など折れ曲がり構造 を形成する必要がある o G ly
残基やPr o残基は蛋白の 折れ曲がり部分に多く見い だされるアミノ酸残基として知 られて いる(260,2 61)0
ル ー プ2-3にはGly残基が2 つ 存在 し､ い ずれも保存性配列モチ ー フ の構成残基であるこ
一
とから ､ 折れ曲
がり構造を形成 し､ 蛋白の 正常な構造を維持するの に寄与 して い る ことが予想される ｡ Table 2-2に示し
た薬剤耐性 レベ ル は十分にその 可能性を裏付けて い るように見える ｡ 本節で は､ これら2 つ のGly残基の
変異体を産生する大腸菌株より反転膜小胞を調製 し､ テ トラサイクリ ン輸送活性 を測定した ｡
Figure 2
- 4に示すように ､ Gly6 2残基は､ Ala､ Val､ Leu､ As nに置換したが ､ Ⅴal､ Leu､ Asn変異体で
は完全 に輸送活性は失われ て い た o 唯 一 悟性を保持して い たA la変異体でも野生塾 の わずか5 %程度で
あ っ た ｡ AlaはGlyに次い で最も側鎖容積が小さ い アミノ酸残基であるこ とを考慮すると､ こ の結果は ､
62位アミ ノ酸残基の側鎖の 占める 空間が制限さ れて い るた めに､ こ の部位にG lyよりも大き 朗Tj鎖を持
っ アミノ酸残基が導入される と ペ プチ ド主鎖に対 して立体障害的に作用 して折れ曲がり構造の形成を阻
害 して い る ことが示唆される ｡ ま た ､ 62位の ア ミ ノ酸残基と して は側鎖容積が最も小 さい Glyである こ
とが必須と い える ｡
Gly6 9残基はA la､ Val､ Leu､ Ile､ Ser､ Cys､ Asn､ Gln に置換したo これ ら変異体は､ 69位に導入され
るアミノ酸残基 により様々 な程度の輸送活性を示 した (Figure 2-4) o Gly69残基がル
ー プ2-3の折れ曲
がり構造 に寄与して い るな らば ､ G lァ6 2 の置換 にお い て みら れたように導入した残基の側鎖容積や､ そ
の残基が どれほど無理なく折れ曲がり構造を形成で きるかによ っ て ､ 輸送悟性は影響を受けると考えら
れる ｡ そ こ で ､ Gly6 9残基の 変異体の 輸送活性を､ 導入 したアミノ酸残基のβタ
ー ン傾向指数 ､ および
側鎖容積に対して プロ ッ トして みた (Fig｡re 2.-5) 0 βタ
ー ン 傾向指数はLev拙が示 した僅(261)を 剛 ､
た ｡ こ の指数は三次元構造既知 の蛋白のβタ
ー ン構 造に出現するアミノ 酸残基の相対額度を指数化した
もの である ｡ また ､ ア ミノ酸残基の側鎖容積はKyte a nd Doolittleの億(26 2)を用い た o
Figu re2
15を見る と､ 各変異体の輸送活性は側鎖容積よりはむ しろβタ
ー ン傾向指数との 間によい 相関
関係が得られ ､ βタ ー ン傾向指数の減少と共に輸送悟性は低下 して い たo A laはβタ
ー ン傾向指数が小さ
い にもかかわらず比較的高い輸送癌性を示して い るが､ これは恐らくA laがβタ
ー ン構造よりはむしろ α
ヘ リ ッ クス構造に多く出現するために ､ Alaのβタ ー ン傾向指数が相対的に過小評価されて い るためと思
われる ｡ ある い は ､ 側鎖容積もまたβ夕
- ン傾向指数と比較すれぼ寄与 は小さ いが ､ 輸送悟性 に影響を
与える要因の 一 部にな っ て いるの かもしれない o Gly6 2残基の 置換でもA la変異体が有意の括性を保持す
る唯 一 の変異体であり､ 69位にお い てもAlaの小さな側鎖はペ プチ ド主鎖の折れ曲がり構造
の 形成にそ
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れほ ど悪影響を及ぼ して い ない と考えられる ｡ 従 っ て ､ 69位に導入されるア ミノ 酸残基と して はβタ ー
ン傾向指数が大きい ことが要求され ､ また部分的に側鎖が小さい ことが 要求されると弁論さ れる ｡ 以上
の結果は､ ル ー プ213が6 9位に 軌 ､てβタ
ー ン構造を形成 して い る ことを示唆して いる ｡
第4節 正荷電残基の役割
ル ー プ2-3は10アミノ酸残基より構成されると推定されるが ､ そのうち4残基が塩基性アミノ酸残基で
あり､ 全体と して ポリカチ オ ニ ッ クなル ー プ である ｡ そのうち3 つ のArg残基は保存性配列モ チ ー フを構
成する残基である ｡ こ の こ とから､ ル ー プ2-3の塩基性残基は機能に重要な役割をもつ ことが推測され
る ｡ こ こ で は3 つ の保存性Arg残基に加えて ､ 非保存性のLys6 3残基の変異体の性質を検討した｡
Table 2-2 で示したように､ これら4 つ の塩基性残基の中でアミノ酸置換によるテ トラサイクリン 耐性
レ ベ ル へ の影響が最も大きか っ たの は､ モチ ー フ 第9番目に位置するArg7 0残基であっ た ｡ これは他の
保存性Arg残基とは対照的であっ た｡
反範膜小胞を調製し､ テ トラサイクリ ン輸送惰性を測定したとこ ろ ､ Arg7 0残基がとりわけ重要な役割
を持っ て いる こと は明確で ある (Figure2-6) . まず ､ Lys6 3残基はcys､ Asn､ Le uに置換された o Asnお
よびLeu変異体の 輸送活性 は野生塾 のおよ そ半分程度に減少 して い たが ､ Cys変異体 は野生 型と同程度の
輸送晴性を保持して い るの で ､ Lys63残基は機能に必須で か ､と言える ｡ モ チ ー フ を構成するArg67残基
およ びArg7 1残基は､ cys､ Leu変異体を構築したが ､ いずれの 変異体も輸送活性は野生型のもの とほと
んど変わらず､ この 2 つ も必須残基ではない と言える ｡
一 方､ Arg7 0残基につ い て はA la､ Ser､ Lys､ Asp､ Le u, Trp変異体を作成した｡ こ の中でLys変異体の
み野生塾の約3 00/.と顕著考輸送活性が観察されたの に射 し､ 残りの 5つ の変異体では輸送活性は完全に
消失して い たか ､ も しくは著しく低下 して いた o 従 っ て ､ Arg7 0残基は同じくモチ ー フ構成残基である
Arg6 7､ Arg7 1残基とは異なり ､ その 正荷電側鎖が磯能に重要な役潮を果たして い るこ とが考えられる o
ル ー プ2- 3唯 一 の酸性残基Asp66はその負電荷が輸送機能に必須であり､ Asn66変異体は完全 に輸送活
性を消失する(4 9)0 Arg7 0残基のLeu変異体やA la変異体もまた輸送滑性が大きく低下 して いる こ とから､
これら2残基閏で の塩橋形成が 互 い の電荷を中和し ､ 蛋白構造の安定イヒに寄与して いる可 能性が考えら
れる(26 3･26 9)｡ 幾つ かの 黄白にお い て ､ 塩橋形成に関与 して い る2 つ の荷電アミ ノ酸残基の いずれか
一 方
を置換した ときに失われる蒋性 は両方を置換したと きには回復する ことが見い だされて い る o そ こで ､
Asp6 6残基とArg70残基との 間の塩橋形成の可能性につ い て検討するため､ 両方を中性残基に置換した変
異体 を構 築した ｡ As n6 6 / Le u7 0二 重変異体 ､ Asn6 6 / A la7 0二 重変異体は い ずれも薬剤耐性 を与 えず
(Table 2-2) ､ またテトラサイク .) ン 輸送活性も見 いだ されなか っ た (Figu re2
17) o また ､ Asp6 6残基
とArg7 0残基の 荷電を交換 した ､ Arg6 6/ Asp7 0二軍変異体も全く薬剤耐性を与えず (Table 2
-2) ､ テト
ラサイク リン 輸送活性もなか っ た (data not sho wn) ｡ しか し､ Asp6 6残基の負電荷が基質と相互作用す
ると いう考えの もとで は､ Asp6 6残基の 負電荷とArg7 0残基の正電荷とが永続的に塩構を形成して いる こ
とはむ しろ 考えにくい ｡ 従 っ て ､ これ ら二重変異体 の結果は､ 蛋白構造安定化のための永続的な塩橋形
成の な い ことを示 し､ 基質輸送過程における 一 時的な相互作用を否定するもの ではない o
最後に ､ ル ー プ2-3 のポリカチ オ
･土 ッ クな性質につ い て検討した . ル ー プ2-3の 4 つ の塩基性残基の中
で ､ Arg7 0残基の みが重要 であるの で ､ Arg7 0を残すように他の塩基性残基を中性残基に置換 した変異体
を構築した ｡ Arg6 7およびA 曙71 の2残基をLeuに置換 したLe u6 7/Leu71 二重変異体は､ M ICが5 0FLg/ml
と比較的高い薬剤耐性を与えて い る (Table 2-2) o また ､ 更にLys6 3残基のLeu置換を追加 したLe u6 3
/Leu6 7/Le u71三重変異体もまたM ICが12.5pg/mlと いう中程度の薬剤耐性を与える ことがで きる (Table
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2-2) ｡ 更 に ､ 輸送活性を測定する と､ Le u6 7/ Leu7 1二 重変異体は野生塾 の約4 0%の輸送晴性を示し､
Le u63/Leu6 7 /Leu7 1三重変異体で すら野生塾の3 00/.程度の惰性を保持しており (Figu re 2-7) ､ ル ー プ
2-3の ポリカチ オ ニ ッ ク な性質は輸送機能には必須で ない と いえる ｡
第5節 cys変異体 へ のS H修飾試薬の作用
ル ー プ2-3中央のSe r6 5残基のCys変異体の輸送活性はs H修飾試薬､ N- エ チ ル マ レイ ミ ド (NE W) を作用
させ る こと により ほぼ完全 に阻害される ｡ 野生 塾TetAはCys残基をひとつ (Cys3 7 7) も っ て い る が､
N E Mによる活性阻害を受けない(4 9,2 31-23 3)｡ NE Mよりも修飾側鎖が小さ い ､ メチル メ ダン チオ ス ル フ ォ
ネ - I (M M T S) で はcys6 5変異体の悟性阻害の程度が約4 0% と低下する(4 9)｡ 以上 の結果は輸送清性の
阻害が6 5位側鎖による立体障害に基づ い て い る ことを示し､ 6 5位側鎖が基質輸送経路の極近傍に位置 し
て い る こと を示唆して い る ｡ 本研究で は ､ Lys63､ Met64､ Arg67､ P be6 8､ Gly69､ Arg7 1のCys変異体
を新た に構築したの で ､ N E M の輸送活性 へ の効果を検討した ｡ それぞれの反転膜小胞を様 々 な濃 度の
N E Mで 5分間処理した後の清性を､ 未処理の 時の悟性と比較し､ 残存活性と して表した (Figu re2-8) 0
その結果 ､ 新た に構築されたcys変異体は､ 2mM のN E Mを作用させても輸送活性 が 阻害される ことはな
く､ 結局､ ル ー プ2-3にはN EM感受性部位が6 5位の み である ことが わか っ た ｡
cys6 5変異体以外のCys変異体がN E Mによる晴性阻害を受けな い理由と して ､ Cys残基側鎖がN E Mを蘇
合 しても基質輸送を阻害する位置にはない こと ､ ある い は ､ Cys残基側鎖がN E Mを藩合できない位置にあ
る ことが考えられる ｡ これら の可能性を区別する ために､ 【1 4C】N E Mを用い て その筋合性を調べ た｡ 反範
膜小胞をo.5mM の【14C】N E Mで5分間処理し､ C末端特異抗体とpansorbinを用い てT e仏 を免疫沈降し､
SD S-ポ l)アクリ ルア ミ ドゲ?レ電気泳動後 ､ オ ー トラ ジオ グラ フイ
- で【1 4C】N E M結合性 を潤定した o
Figu re 2
19に示すように､ この条件下で ､ 晴性が阻害されるCys6 5変異体だけでなく､ cys6 3､ Cys6 7､
cys68､ Cys6 9変異体 にも【1 4qN E M結合が観察された ｡ 従 っ て ､ これらの部位でNE Mを作用させてもテト
ラサイク リ ン輸送活性が阻害され ない の は､ N E Mが結合しても基質輸送の 障害とは ならな い方向に側鎖
が向い て い ること を示 して い る ｡ また､ cys64､ Cys7 1変異体 で は野生塾Te仏 と同様 に･【14C】N E Mの結合が
見られなか っ た ｡ N E MはsE基の解離型 ､ s
- と反応するの で ､ Cys64､ Cys71変異体で は倒鎖が蕉白内部に
埋め込まれて い るの で ､ 解離塾になる ことができな い ､ も しくは､ 解離塾 になりにくい と考えられる o
以上 の結果より､ ser6 5残基の側鎖が ル ー プ2-3 の構造上 特異な位置､ 基質輸送経路の極近傍 に存在す
る ことが強く支持された ｡
第6節 考察
本章 で は､ 二次性能動輸送体 に普遍的に見い ださ れるア ミノ酸配列モ チ
ー フ ､ G ly
- Ⅹ-Ⅹ - Ⅹ- Asp -Ar雷
- X‾
Gly
- Arg
- Argの役割とそ れを構成するア ミノ酸残基の 役書陀 明らか にするため ､ トラ ンス ポゾ ンTnl Oに
コ ー ドさ れるテ トラサ イク リン排出蛋白 (TetA(B) を用い ､ モチ
ー フが存在するル ー プ2-3領域の 部位
特異的変異導入解析を行っ た ｡
ル ー プ2-3の 10アミノ酸残基のうち ､ 置換による清性 へ の 影響が顕著で機能に重要である とされたもの
は ､ Gly6 2､ Asp6 6､ Gly6 9, Arg7 0の 4残基であっ た (Table 2
･2) o これ らは いずれもモチ ー フを構成
する残基である o しか し､ Arg7 0残基と同様モ チ ー フ構成残基でありなが ら､ Arg6 7およびArg7 1残基は
機能に必須 で はなか っ た ｡ この 結果は ､ 機能に重要 であると いう要因以外にもアミノ酸残基の 保存性を
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決定する要因が別にあるこ とを示唆して い る｡
Arg7 0残基 はLys変異体の み商い 輸送暗性を保持して い たの で ､ 7 0位の正電荷は機能に重要であると考
えられる (Figure 2-6) ｡ その役割と して ､ 機能に必須な6 6位の負電荷と塩庸を形成して蛋白構造を安
定化する可 能性を挙げたが ､ 両者を中性残基に置換 しても､ また電荷を交換しても括性回復は認められ
なか っ た (Figure 27) の で ､ その 可能性は否定された o ただ し､ 6 6位の負電荷は基質､ テトラサイク
リ ン2価カチオ ン キ レ ー ト体との相互作用部位であると いう推定(49,231-233)を考慮すれば､ 黄白構造安定
化のための 永続的な塩橋形成は むしろ考えにくい ｡ 本研究の結果はこの 考えを支持し､ 永続的な塩橋形
成が ない こと を否定する が , 輸送過程における 一 時的な相互作用を否定するもの で はない ｡ Arg7 0残基
の役割につ い て は ､ 次章以降更に検討を加える ｡
ル ー プ2-3は1 0残基中 4残基が 塩基性残基であり ､ 全体と して ポリカチオ ニ ッ クな性質を持つ ｡ しか
し､ 機能に重要なAsp6 6残基とArg7 0残基を残し､ 他の 3 つ の塩基性残基をLe nに置換して も､ 興味深い
ことに､ 薬剤耐性を与える こと が でき､ また顕著な テトラサイクリ ン輸送清性を保持してい る ことが明
らか にな っ た (Figu re 2-7) ｡ 従 っ て ､ ル ー プ213の ポリカチオ ニ ック な性質は磯能に必須で は 飢 ､と言
える ｡
2 つ の Gly残基は黄白構造の 形成､ 維持に重要である ことが明らか にな っ た (Figu re2-4) o 6 2位は6 9
位よりも挿入されるア ミノ 酸残基に関して厳密さが要求される ｡ すなわち､ Glyに次 い で側鎖容積が最も
小さ いA laですら著 しい活性低下 をもたらして い る ｡ こ の こと から､ 6 2位側鎖の 占める空間が 制限され
てい る こと ､ その ために大きな側鎖をもつ アミノ酸残基が導入されると ペ プチ ド主鎖に対して 立体障害
を引き起 こ し､ 黄白構造を歪ませて い ることが示唆される ｡ 一 方､ 6 9位の変異体は ､ 導入されたアミノ
酸残基により様々 な程度の 輸送晴性を示 し､ アミノ 酸残基の側鎖容積よりもむしろβタ ー ン傾向指数と
の 間で よ い相関関係が得られ (Figu re 215) ､ 69位がβタ ー ン構造形成に寄与 して い る ことが示唆され
た｡ 興味深い ことに､ Cys69変異体はN E Mを結合する (Figu re2-9) が､ その輸送活性は全くN E M の影響
を受けて い な い (Figu re2-8) 0 Cys残基にN E Mが結合すれば明らか に6 9位倒鎖は大きくなり､ 輸送晴性
が 阻害されても不思諌 で はない ｡ こ の結果は6 9位変異体で見ら れた輸送活性が側鎖容積 に依存する ので
はなく､ ア ミノ酸残基が蛋白分子中の特定の部位に導入されたときに示す物理的 か ヾラメ 一 夕 一 によ っ
て主に支配されて いる こ とを示すもの と思われる ｡
本研究では幾 つ かのCys変異体を新たに構築したが ､ N E Mにより輸送滑性が 阻害されるの は､ Cys6 5変
異体の みであ っ た (Figure 2-8) ｡ 【14C】N E M結食性実験の結果, cys64､ Cys7 1変異体以外のCys変異体で
f14C】N EMの結合が観察された (Figu re 2-9) o 従 っ て ､ ル ー プ213には､ 側鎖が畢白内部に向い て いるた
めにN E Mを結合でき ない 位置 (6 4位､ 7 1位) ､ N EMを結合して も輸送溶性が阻害され 如 一位置 (6 3
位､ 6 7位､ 6 8位 ､ 6 9位) ､ N E Mが結合して 輸送括性 を阻害する位置 (6 5位) の 3種類あるこ とが明ら
かにな っ た . 更に注 目すべ き点として ､ Cys6 5変異体の 特性はM M T Sで は約4 0% しか阻害されない(49) こ
とが挙げられる ｡ こ れは輸送の 阻害が6 5位側鎖による立体障害である ことを示唆 して い る ｡ これを裏付
ける かの よう に ､ M M T Sで修飾 されたcys側鎖 に相当する側鎖をもつ Met65変異体で中程度の括性 をも
ち､ 更に側鎖が大きくなるPhe6 5変異体が完全に活性を失っ て いる ことが明らか にな っ て い る(2 31)｡ 以上
の結果か ら､ 6 5位側鎖が基質輸送経路の極近傍に位置する こと､ それ故､ ル ー プ2- 3がAsp6 6の負電荷を
正味1価カ チオ ン の基質との 相互作用部位とする ､ 細胞質側の基質輸送経路の入り口に相当する珊胞質
側ゲ ー トと して機能して い る ことが示唆される ｡
M｡Ni｡b｡1asらはヒ ドロ キ シル アミ ンを用い てpB R 32 2にコ ー ドされるTe仏(C)の ラ ン ダム変異体を数種分
離 した(270)｡ それに よると ､ テ トラサイクリ ン耐性が著 しく低下する変異体が ､ 膜貴通領域 で はほぼ全
域に渡っ て分布して い たが ､ 親水性領域で はル ー プ2-3およびル ー プ1 0･1 1に著しく局在 して い たo こ の
結果はル ー プ2-3領域の 重要性を裏付けるもの である が ､ 更に興味深 い ことに､ 本研究のTe仏(B)の 結果
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と同様に重要残基 の分布が見ら れて い る ｡ す なわち ､ TetA(C)の ル ー プ2-3の耐性低下変異体と して ､
Gly64
一 斗 Glu､ Ser67→ P he､ Asp68 → Asn､ Gly7 1- Asp､ Arg7 2
- すCysが挙げられる . これらの 部位はそれ
ぞれTetA(B)のGly6 2､ Ser65､ Asp6 6､ Gly6 9､ Arg7 0に相当し､ TetA(C)の結果はTetA(B)の結果とよく 一
致.し
て い る ｡
現在まで に3種類の膜輸送蛋白につ い て ､ )I, - プ2-3領域の アミノ酸残基の解析が報告されてVlる ｡ ま
ず､ 大腸菌の α サ トグル 夕ル酸輸送体 (α サ トグ)I,タル酸/Ⅱ＋シ ン ポ 一 夕 - ､ KgtP) の解析がSeol a nd
shatkinによりなされた(2 71)o E:gtPもTetAと同様 に1 2回膜を貴通する二 次構造をもち､ Gly- Ⅹ- Ⅹ
1
- Ⅹ-Asp-
Arg
- X･ Gly
-Arg
･Argが保存されて い る (Figu re 2-i) ｡ この 報告ではAsp88､ flis9 0､ Arg9 2を部位特異的
変異導入の 標的と して選 んでお り､ こ れらはそれぞ れTetA(B)のAsp66､ Pbe6 8､ Arg7 0に相当する｡
KgtPでもAsp8 8残基 ､ Arg9 2残基は機能に重要と い う結果が得られて いる o しか し､ そ れぞれ電荷を保
存するG lu8 8変異体 ､ Lys9 2変異体で も機能には不十分であるという点で若干TetA(B)の 場合と は異な っ
て い た｡ His9 0残基は保存性残基で はな いが ､ Ala変異体の活性は野生塾KgtPと同程度であり ､ TetA(B)の
p he6 8 の結果と同じである . KgtPはシ ンポ 一 夕 - ､ TetA(B)はア ンチ ポ ー タ ー と い う遠い はあるが ､ いず
れの輸送休も保存性モチ ー フ を含むル ー プ2-3 の重要残基の 分布は 一 致し､ こ の モ チ ー フまたそれを構成
する個々 の ア ミノ 酸残基 は ､ 基質輸送機構 にお い て共通の 役割をもっ て いる と いう考えを支持して い
る ｡
部位特異的変異導入解析が精力的に行われて い る輸送体である ､ 大腸菌テク 下 - ス輸送体 (ラクー -
ス/ H＋ シ ンポ 一 夕 - ､ LacY) の ル ー プ2-3の解析が最近報告された｡ LacY の ル ー プ2-3 の配列は､ Gly6 4-
Leu-Le u-Ser･Asp
-Lys
-Leu- Gly
- Leu･ Arg-Lysであり､ モチ ー フ の通常の 形に比べ る と､ 第8番目のG lyと第9
番目の Argの 間にLeuが挿入された形にな っ て い る (Figure 2-1) 0 Jesse n胡 arshallらは保存性の 高い モ
チ ー フ構成残基 (Gly6 4､ Asp6 8､ Lys6 9､ Gly71､ Arg7 3､ Lys7 4) の部位特異変異体を数稜作成 した
(272)｡ そ れによると ､ 3 つ の鹿基性残基 は､ Te仏(B)のArg7 0残基に相当するArg7 3残基でさえも､ 置換
による晴性 へ の 影響 はほとん どなく､ La cYで はル ー プ2-3 の塩基性残基はあまり重要で ない と言える｡
更 に､ Te叫B)のAsp6 6残基 に相当するAsp6 8残基も ､ As n､ Glu､ Eisに置換した場合には活性は著しく低
下するものの ､ Ah Ser､ T hr､ Ty濁換で野生塾の10- 2 0%の活性が残存し､ 負電荷が機能に必須とし
L
､
うわけで は ない ｡ これは ､ 基質の ラク ト - ス が中性分子である ことと関係があるの かもしれ 飢 -が ､ 置
換 しても野生塾と同等の括性を保持する変異体はない の で ､ こ の部位はAsp残基であることが最も望ま し
い ことは両者にお い て 一 致 して い る｡ Gly6 4残基はTe仏(B)の Gly6 2残基の置換で見ら れたように ､ Ala変
異体で5 0%程度の晴性を保持する以外は活性は1 0%以下 になり､ 第1番目の部位が側鎖容積の大きい ア
ミノ 酸残基を好ま な い 点で よく 一 致レて い る ｡ しか し､ G ly7 1残基 は導入されるア ミノ酸残基により
様々 な程度の輸送活性 を示すが ､ TetA(B)のG ly6 9残基の ように特にβタ
ー ン傾向指数や側鎖容硬に相関
して い るわけで はない ｡ Cys､ Pr o､ Le u変異体では惰性が4 0
0/.以下 に低下するこ とから ､ G ly7L残基は輸
送の速 度給に影響する残基 と して い る ｡ こ の 2 つ のGly残基の 変異導入解析 は､ Jungら によるLacY の全
Gly残基の解析の 中でも行われ(27 3)､ Jessen ･Ma rshallらと同様の結果を得て い る o Jesse n
- Ma rsh al1らは最後
に､ この モ チ ー フが様々 な輸送担体に保存されて い る ことか ら､ 細胞質 へ の基質の 移動に重要な領域で
あり､ 基質の惰性中心へ の結合 に伴 っ て 蛋白全体の コ ン フ ォ
ー メ ー シ ョ ン変化を引き起 こ して い るのか
もしれな い と推察して い る . ま た､ 別の 可静性と して ､ 基質透過経路の 開閉の ため のゲ
ー トと して機能
して い るかも しれない とも述べ て いる(2 72)0
Merickelらは小胞体性モ ノ アミ ン輸送体 (モ ノアミ ン/ H＋ア ン チポ ー タ ー ､ S V A T､ V M AT 2) の変異導
入解析の中で ､ その ル ー プ2-3 の Gly1 5 1､ T hr154､ Asn1 5 5､ Gly15 8 の変異体 を作成した(
274)o これら
はそれぞれTetA(B)の Gly62､ Ser65､ Asp6 6､ Gly6 9に対応する o VB4A T 2で はもともとモ チ
ー フ の 第5番
目を中性残基が 占めて い る ことは注目すべ き点である ｡ Gly1 5 1およびGly1 58残基はLe uに置換しても括
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性に変化がなく ､ 必須で はない ｡ Tbr1 5 4残基はAlaに､ As n1 55残基 はGln､ Aspに置換 したが ､ いずれも
活性に大 きな変化はなく ､ これ らも必須残基で はない ｡ 従 っ て ､ V M A T 2で はAs n1 5 5残基が基質と相互
作用する可能性はな い と考えられる ｡
He nderson らはArg- Ⅹ- Gly-Arg- Argモ チ ー フが1 2本膜貴通蛋白分子内に2 カ所存在するこ とを指摘して い
る(44). ひと つ はル ー プ2･3 であるが ､ もうひとつ はル ー プ8-9に存在 して い る o これ らは蛋白をN末側､
c未倒それ ぞれ6本ずつ の膜貴通領域からなる 2 つ の領域に分けたとき ､ 柵胞質側で対称の 位置に存在
し､ tandem duplicatio n鋭(39･40)を支持する証拠の ひと つ にな っ て い る o アミノ酸配列を詳細 に検討する
と ､ ユ ニ ポ ー タ ー ､ シ ンポ 一 夕 - で は)i/ - プ2-3と同じ､ GI㌣-X -Ⅹ･ Ⅹ- Asp -Arg-Ⅹ- Gly-Arg-Argモ チ
ー フが見
い だされるが ､ ア ン チ ポ ー タ ー で は ､ 酸性残基が 第9番目に位置するようにモチ ー フは変形し､ Gly-Ⅹ-
Ⅹ ･Ⅹ･ Ⅹ -Arg･ Ⅹ-Gly･Glu ･Argと表される (Figu re2-1 0) ｡ これまで ､ 薬剤排出黄白しか見いだされて い 凱 ゝ
が ､ 14本膜貴通蛋白の C末側8本の領域はN東側相当領域のtandem duplica也o nに依らず､ 由来を異にす
るとされて い た(10,42)｡ しか し､ アミノ酸配列 を詳細 に観察する と､ 第10膜貴通領域と第1 1膜貫通領域
を結ぶ領域にこの モ チ ー フ の 名残をGly- Ⅹ-Ⅹ- Ⅹ- Ⅹ - Arg-Ⅹ- Gly-Ⅹ- Ⅹと いう形で見い だすことができる(l l)0
しか し､ こ こ で は特徴的な酸性残基の保存性は低く､ Tet(K)およびTet(L)でモチ ー フ第5番目残基と し
て しか見 いだ されて い な い ｡
TetA(B)の ル ー プ8-9 のアミノ酸配列は､ G ly2 6 61 Arg-Ile-A la-T hrLysI TrpI Gly･ Glu-Lysである9 当研究室
で はすで にル ー プ8-9 の変異導入解析 が行われて い る(2 7 5)が ､ ル ー プ2-3に類似 した配列をもっ にもかか
わらず､ アミノ 酸置換の効果には差異が認められた｡ 機能に重要なAsp6 6残基 ､ Arg7 0残基と対応する位
置にあるT hr270残基､ Glu27 4残基はそれほ ど重要とは考えられて い ない o つ まり､ T hr2 70残基はcysに
置換した が高 い輸送晴性を保持 し､ Glu2 7 4残基はAsp､ Gln､ Lysに置換した場合には活性はかなり低下
するもの の ､ Ala､ Cys置換で は野生塾と変わらな い情性を保持して いた o Glu274残基は薬剤排出費白の
多くに見い だされ､ シ ン ポ 一 夕 - や ユ ニ ポ ー タ ー と は異なりモチ ー フの 第9番目に位置する ことで ､ 共
役との 関連で注目されたが ､ 結果は予想に反したもの であ っ た ｡ 保存性のLys27 1およびLys27 5残基はい
ずれもcys置換 で悟性低下 は見られず､ 必須残基で はな い と言える o
一 方､ 2 つ の Gly残基 に関しては
ル ー プ2-3とほぼ同様の役審陀 もっ て い ると考えられ て い る ｡ Gly2 6 6残基はCys置換では野生塾と同程度
の活性を示すが ､ Val置換で半分程度に清性は低下 し､ Gly62残基ほ ど厳密ではな いが ､ 側鎖容積 に依存
した滑性を示 した ｡ 一 方 ､ G ly27 3残基の変異体の輸送油性は導入したアミノ酸残基のβタ
ー ン傾向指数
とよく相関 し､ Gly6 9残基と同じくβタ ー ン形成 に圃与 して い ると考えられる ｡ ル
ー プ8-9で は1 0残基全
て のCys変異体を作成した ｡ いずれのCys変異体も【14C】N E M結合が観察されたが ､ 嘩謝舌性が 阻害される
の はcys2 6 6､ Cys2 6 8､ Cys2 69､ Cys2 7 3変異体の 4つ であ っ た o その中で最もN E Mの影響を受けたの が
cys2 6 9変異体であっ た ことは ､ 2 6 9位が6 5位と対応する位置にある ことを考えると興味深
い
o
･ この こと
から ､ 両ル ー プの構造は非常 に類似 して い ると考えられる . ただ し､ 機能の面で重要な残基がル
ー プ8- 9
には見い だされなか っ たの で ､ ル
ー プ2･3は” a ctiv e
･,なゲ ー ト ル - プ8-9は
･'
silent
” f ゲ ー トと推測されて
い る(2 75)｡
当研究室 で は､ 枯草菌の プ ラス ミ ドpN S1(2 8)に コ
ー ドされるクラス K テ トラサイクリン排出蛋白 (でet
(K))(27 6,2叩 の変異導入解析も行 っ て い る(278)o Tet(a)は現在ハ イ ドロ パ シ
ー 解析により1 4本の 膜貴通領
域をもつ 二次構造が推定されて い る(41)o Figure 2
-1およびFigure 2-1 0 に示 したように､ Tet(K)Lにも保存
性配列モ チ ー フが ル ー プ2- 3とル
ー プ1
･
0-1 1 の2 カ所 に見 い だされ ､ しかもAsp残基が両ル
ー プの 籍5番
目に位置 し､ ク ラス K お よびクラス L に保存されて いる ｡ Tet(K)の ル
ー プ2-3に存在するAsp7 4はAs Rに置
換 しても輸送括性は消失する ことな く､ 顕著に残存 して い たが ､ ル
ー プ1 0-1 1のAsp318はAsnに置換す
ると完全 に活性を失う. 従 っ て ､ クラス K およびク ラス Lの テ トラサイクリ ン排出蛋白で はル
ー プ2-3よ
りもル ー プ1 011 1の重要性が高く､
, ,
activ e
” なゲ ー トと して 棟能して いる ことが示唆される ｡
ー 3 9-
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第3章 保存性配列モ チ ー フG X X X D R X G R Rの 第9番目残基Arg70 の役割
第1節 は じめに
第2章 で は ､ TetA(B)の ル ー プ2･ 3領域 に存在する保存性配列モチ ー フG ly- Ⅹ -Ⅹ ･ Ⅹ- Asp-ATE- Ⅹ- G l`y-Arg-
Argの 第9番目残基Arg7 0の正荷電側銀が ､ 他の2 つ の保存性Arg残基とは異なり ､ 機能に重要であるこ
とが示された(2 7 9)｡ 当研究室で は ､ ル ー プ2-3領域に引き続く第3膜貴通領域お よびル ー プ3-4付近の精
密なト ポロ ジ ー を決定する ため に､ これ らの領域に含まれ るアミノ酸残基を個 々 にCys残基に置換し､
l14C】N- エ チ ル マ レ イミ ド (N E M) の結合性を調べ て い る(195)｡ その過程で ､ 第2章では作成されて い な
か っ たArg7 0残基のCys変異体が構築された ｡ cys残基側鎖は中性で比較的小さく ､ cys7 0変異体の性質は
Ala7 0変異体 ､ ser7 0変異体 に類似して ､ わずかなテ ーラサイク l]ン輸送悟性しか残存して い ない であろ
うことが予想された ｡ と ころ が ､ 予想に反し､ cys7 0変異体はLys70変異体に次ぐ顕著な輸送活性をもつ
ことが観察された ｡ 本章で は ､ こ のCys7 0変異体の 高い輸送悟性を示す原因につ い て検討 した ｡
第2節 Arg7 0- Cys変異体の構築
Arg7 0残基のCys置換はEckstein法 に従い ､ Table 3-1に示す合成オリゴヌク レオチ ドとpER 2の ssD ⅣAを
鋳型と して用い た ｡
Table3･l･ Mtltage nic pri m e r u s ed fo rthe Arg7 0
- Cys s ubstittltio n･
Asterisks(*) andunderlin eindic ate mis m atches anda new restrictio n site, r espec也vely･
fhm er Nu cleoti de sequ en ce Codo n change A min o a cids ubs 血 tion
R 70 C
★ ★ ★ ★ ★
5I - G A T T T G G T T G C基⊆⊆⊆⊆里G T GC T G T T- 3
'
Stu=
C O G- T G C Arg70→ Cys
Figure 2･2に示したようにロ ー コ ピ ー プラスミ ド､ pL G R 7 0 Cを構築し､ 大腸菌w 3 1 0 4株を形質転換し
た ｡ 変異蛋白の産生量は野生型Te仏 と同程度であっ た (data n ot sho wn) 0 Cys7 0変異株の テトラサイク
リ ン耐性 レ ベ ル を測定し､ Table 3-2に他の7 0位変異株とともにまとめた ｡
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Table 3･ 2･ Tetr acyclin e r e sista n c ele v els of E･ c olsW 3 1 04c ells ha rbo rin筈
the Arg7 0stlbstittRtio n m tla ntPla s mids.
Plasmid TetA M Coftetracycline 佃g/ml)
No n e
pL G T2
pL G R 70 C
pL G R 70 A
pL G R 70 S
pL G R 70 K
pL G R 70 D
pL G R 70 L
pIよ‡R 70 W
Non e o.8
W ild-ty pe 20
Arg70. Cys 12.5
A増70→ Ala 12.5
Arg70→ Ser 12.5
Arg70→ Lys 12.5
Arg70→ Asp 0.8
Arg70- Leu 0.8
Arg70→ Trp 0.8
cys7 0変異体はAla､ Ser､ Lys変異体と同程度の薬剤耐性 レ ベ ル を与える ことができる こ とが分かる ｡
Lys変異体はAla､ Ser変異体に比べ ると高 い 輸送活性 をも っ て いる にも関わらず､ 薬剤耐性レベ ルでは変
化が な い ｡ M I CのfBT)走は焦点として い る蛋白の輸送清性だけを反 映するとは 限らない の で ､ 必ずしもin
vitroで の輸送晴性測定と比例 しない が ､ こ の結果はcys､ A la､ Ser変異体もテ トラサ イクリ ン排 出能を
もっ て い る ことを示 して い る ｡
cys残基側鎖は中性で比較的小さ い の で+ Cys70変異体の性質はAla70､ Ser7 0変異体に類似して ､ わず
か なテ トラ サイ クリ ン輸送悟性 しか示さない であろうと思われた ｡ とこ ろが ､ 反転膜小胞を調製 し､ テ
トラサイ クリ ン輸送悟性を珊定すると ､ Figllre311 Aに示すように､ 明らかにAla7 0､ Ser7 0変異体の輸送
悟性よりも高く､ Lys変異体に次ぐ惰性を保持して い る ことが明らかになっ た , Figu re3
-1Bで はア ツ セイ
溶液中のC｡2＋濃度を1m Mに上 げ､ テトラサイクリ ン ーCo2＋キ レ ー ト体の量を上昇させたときの取り込みを
示して い るが ､ 野生型､ Lys変異体､ Ala変異体の 輸送活性の上鼻の程度に比べ て ､ Cys変異体の特性の上
昇度は著しく大きい こ とが分･かる ｡
In M C｡C12存在下 で測定した速度静的定数 (Table 3
-3) を見ても ､ cys7 0変異体がAla､ Ser変異体とは
異なる性質を持 っ て いる こ とが 分かる ｡ また , 各変異体 に対するテトラ サイクリ ンの 見かけの親和性は
野生型 に対する催とほぼ同 じであり､ 70位が基質と直接相互作用する部位で は 加
､ ことが示唆される o
Table SIS. E inetic c o n sta nts
【
fo rtetr a cyclin e tlptake by in v e rted m e mbr a n e
v e sicles.
N A D H-dependent tetra cyclin etlPtake for 30s ee w
as measured in the presen ce of v adotw
I
c o n c e ntration s(5-100yM)oftetracyclin e and l 血M Co 12･ Thekinedc c QnStantS Were Calculated
fro m n o n-li ear regr ssion･ Dataindic ate a verage j=S･D ･ ･
Mutati. n 監m GEM) Vmax(n m ol/mg protein/ min)
Non e仲Ⅶd-ty pe)
Arg70→ Cys
Arg7 0. Lys
Arg7 0. Ala
Arg70→ Ser
24.8 ± 7.3
26.6 ± 5.7
18.6 ± 2.7
22.7 ± 3.1
23.8 士 9.8
43.1± 4.8
10.7± 0.8
19.2± 1.0
4.4± 0.3
2.3± 0.4
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第3節 Arg70- Cys変異体のHg2＋イ オン による活性化
cys7 0変異体が予想外 に高い テトラサイクリ ン輸送清性を示す原因を明らか にするため､ cys残基側鎖
のSH基が ､ ある種の 重金属イ オ ン と高い 親和性を有する ことに着日した ｡ s H基はHg＋ ､ Hg2＋､ Ag＋､
c d2＋､ Zn2＋､ P b2＋などと親和性が高く､ 両者は次式の ように反応して ､ メ ル カ プチ ドを形成する ことが
知られて いる(2 8 0)0
R - S H ＋ M e ＋ こ字 R - S - M e 十 H ＋
c｡2＋もまたsli基との 親和性が高く､ シス テイ ン分子や グルタチオン分子のSfI基とメ ルカ プチ ドを形成す
る ことが知られて いる(281,282)0 Te仏 はテトラサイ クリ ン と2価カチオ ンとの キレ ー ト体を輸送基質とす
るの で ､ 通常の テトラサイ クリ ン輸送活性測定ではcoc12(Co2＋) が含まれ て い る ｡ SH基の メ ルカ プチ
ド形成を考慮する と ､ cys7 0変異体 の顕著な悟性 はア ツ セイ溶液中のCo2＋がCy
-
s7 0残基側鎖のS ff基に賠
合して メ ル カ プチ ド (- sICo＋) を形成 し､ 正荷電側鎖として 磯能 して い る可 能性 が考えられた . テトラ
サイクL.)ンはM n2＋やMg2＋ともキ レ ー ト体を形成 しTetAにより輸送される(5)が ､ Co2＋ の代わりに これら
の2価カチオ ンを用 い て反転膜小胞 で輸送活性を測定した場合には､ cys7 0変異体の滑性はむしろA la70
変異体の 悟性に近 い (Figure 3･2) ｡ こ の結果は､ M n2＋やMg2＋がメルカ プチ ドを形成 しにくい こ とを示
すもの と考えられる ｡
メ ル カ プチ ド形成を明確にするため に､ 次にS Ⅱ基に対して より親和性の高いHg2＋の効果を検討した ｡
まず､ Hg2＋がテ トラサイク リ ンとキ レ ー ト体を形成するか どうかにつ い て検討した . テ ーラサイクリ ン
分子は3 6 0n m付近に極大吸収をもち､ 2価カチ オ ン を加えキ レ
ー ト体が形成される に つ れて 極大吸収が
3 8 0n m付近に移動すると い う特徴を持っ て.いる(
5.2 83)｡ テトラサイク リ ン濃度を1 0FL Mに固定し､ HgC12
を徐々 に加えて い っ た場合 ､ 5mMと いう高濃度でも極大吸収波長の移動は見られず (data n otsbo vn) ､
キ レ ー ト体形成はない と結論された｡ そ こで次に､ Hg2＋ をco2＋と共存させた場創 こ輸送惰性に影響があ
るか どうかを調べ た ｡ Figu re3-3 Aはco2＋を加えずHg2＋だけを加えて テトラサイクリ ン輸送が起こるか ど
うかを見たもの で あるが ､ キ レ ー ト体 を形成しない ことと - 敦して ､ 野生型TetAを含む反転膜小胞でも
テ トラサイクリ ン の取り込みは全く見られなか っ た ｡ Figure3-4 Aは5 0FL MのCo2
＋と様々 な濃度のEg2＋ を
共存させ たときの 野生塾TetAとcys7 0変異体の輸送活性の変化を示 したもの である ｡ 野生塾 は10jL M塩
化第二水銀が存在すると ころ ま で輸送括性 に変化はなく､ それ 以上の 濃度で は輸送活性は著しく低下
し､ 1mM の濃度で は完全 に活性 は消失した .
一 方､ cys7 0変異体 は2FL M塩イヒ第二水銀ま で輸送惰性に変
化 は見られな いが ､ 1 0〃Mの 点で活性が顕著に上昇し､ それ以上で低下す
ると いう現象が見られた o 10
p M以上の濃度で輸送活性が 減少するの は､ 高濃度のHg
2＋が プロ ト ンの濃度勾配 (△pH) を破壊するた
めである ことがFignre 3-4 Bに示す実験により明らかで ある o N A D =により膜を介 して 形成された △pEは
1 0〃Mより高い濃度の Hg
2＋を加えると消失する のが分かる o これは恐らく､ Hg2
＋が直接呼吸鎖を阻害す
るた めと思われる(284)0 Figu re3-3 Bにお い て ､ 50iLM Co2
＋お よび1 0FLM Hg2
＋存在下での 時間依存の テ
トラサイクリ ン取り込みを韻隠 した ｡ Figure 3-1 Aと比較すると､ 野生塾､ Lys変異体お よびAla変異体の
輸送活性はHg2←の存在により全く影響 を受けな いの に対し､ cys7 0変異体の輸送活性はHg
2＋の存在によ
り著 しく上昇し､ 輸送の初速ではおよそ3倍の上昇が見られる o こ の条件で はLys変異体よりも高い 輸送
悟性を示して い る ことは特記すべ き点である o Hg2
'存在下で の テトラサイクリ ン輸送のVm ax倦も周 らか
にCys変異体の 方がLys変異体よりも大きい (Table 3
-4) o 以上の結果は､ Cys7 0変異体の7 0位のS H基が
flg2＋を結合して メ ルカ プチ ド(-S 月g←) を形成し､ Lys側鎖よりもむしろ好都合な正荷電側鎖として機能
して いる こと を示 して いる o
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red inthepresence of10pM tetracyline,50LIM CoC12
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Table 3･ 4･ 監in etic c o m sta nts fo r te色ra cyclime uptake by in v e rted m em bra ne
v e sicle s.
NA D H-dependent tetracyclin e uptake for30see w as m eas ured in the presence of v ario us
c oncentr ation s(5-100JIM)oftetr acycline, 1 m M CoC12 and 10pM HgC12. T hekine也cconstants
were calculated fr o m n on-li e ar regression. Dataindicate average ±S.D. .
Mutatio n E mOiM) Vma x(nm ol/mg protein/ min)
None Wild-type)
Arg7 0→ Cys
Arg70→ Lys
3 1.4± 3 .5
19.7± 6.0
10.3± 4.2
46.1 ± 2.0
22.5 ± 2.2
17.5 ± 1.9
第4節 Arg7 0- Cys変異体 へ のS刺客飾試薬の作用
ATg7 0
1 - Cys変異体の輸送悟性に対するSH修飾試薬､ N- エ チ ル マ レイミド (N E M) およびメ チルメ タ ン
チ オス ル フ ォネ - ト (M M T S) の効果を検討した｡ 7 0位が存在するル ー プ2-3にはこれま でCys琴異体の
輸送活性がS E修飾試薬により阻害されるもの はser6 5- Cys変異体だけであっ た(49-279)が ､ Figu re3
-5に示
すよう に､ Cys7 0変異体の 輸送悟性もN E M､ M M T Sにより阻害される ことが明らか にな っ たo M MTSは
o.5mMと いう低 い濃度で最大の 阻害 に達し､ 残存活性は1 5%程度にな っ て いる ｡ それ に比べ るとNEMに
ょる 阻害は高濃度の試薬を要 し､ 2mM以上で残存活性は1 0- 20% になる . こ の結果はM M T Sの 方がSfI基
に対して 反応性が高い こ とを示 して い る o Figu re3-5 のinsetで は反転膜小胞を最初に2mMのMM T S で処理
した後に示さ れる濃度のN E Mで更忙処理 した場合の残存惰性を示 したもの であるが ､ その 億は高濃度の
N E Mでも変わ らず､ cys7 0残基とM M T Sとの反応が完結 してい る ことが分かる o
cys6 5変異体の場合 ､ 阻害の程度は修飾側鎖の大きさに依存 して い た(4 9)が ､ Cys7 0変異体で はそのよ
うな依存性 は見られなか っ た ｡ 従 っ て ､ S H修飾試薬 によるCys7 0変異体の 活性阻害は､ 修飾側鎖が基質
透過を立体障害して い るためで はない ことを示唆して いる o S H修飾を受けたCys7 0変異体の 残存清性が
Ala変異体やSe r変異体の輸送活性と同程度である こと はこの考えを支持して いるように見えるo
cys7 0変異体の輸送活性はEg2
←により活性化を受ける o こ の原因と考えら れるメ ル カ プチ ド形成には
遊離のS H基が必要である ｡ また ､ S H修飾試薬の標的となる の も遊離のS Ⅱ基 (NE M､ M M T Sは実際にはS
.
塾と反応する) である ｡ こ れらの ことから､ Hg2.が本当にCys7 0残基のS旺基に結合 して い るならば､ s H
修飾試薬で 処埋されたcys7 0変異体はHg2＋による清 肘ヒを受け ない ことが ､ また ､ Hg
2＋ で前処直された
cys7 0変異体はsH修飾試薬 による活性 阻害を受けない ことが予想され
る o
まず第 一 点に関して ､ Cys7 0変異体を含む反転膜小胞を2m M M MTSある
い は5mM N E M で 5分間処盈･L
た後 ､ それぞれflg2＋存在下ある い は非存在下で輸送悟性を測定し､･比較し
た (Table 3-5) o
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o
C ･ T hen
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Figu r e 3･6･ Effect of prein cubation with Eg
2＋
on N E M-inhibition of tetr acycline･depe ndent fI
＋
tr an sloc ationin the Cys70 vesicles･ fI
＋ trahsloc adon acro ssinv erted ve sicles w as m easured by m o nitoring the
changeinnu orescen ce ofquln aCrine･ As s ays w ereperfor m e
dinthepresenc e of 10mM MgS O4･ Before en erglZatio n with
625uM N A D H, n either HgC12 n or N E Mwere added int
race l･ In tra c e2, the vesicleswe repreincubated with 10uM
HgC12 for l min pn orto e nergiz ation･ Intra c e37 the ves
icles w erepreinc ubated with2 m M N E Mfor 3 min prlOrtO
energizatio n･ Intrace4,the vesicles w erepreinc ubatedwi
th 10pM HgC12forl min,follo w ed byinc ubation with2m M
NEM for3 minpn orto energization･
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Table 3･ 5･ E ffe cts of s ulShydryl m odific atio n o n Ⅱ蛋2' ･ activ atio n fo r the Arg70- Cys
mllta nt TetA.
Aftertreatm ent with anS Hreager[tfor5 min at 30
o
C, N A D H-depe nde nt tetracyclin e uptakefor30see w as
m eastlred inthepres en ce of 10yM tetr acyclin e, a nd 50JIM CoC12(No n e), o r50yM CoC12Plu s10yM IigC12
(＋Hg2＋)･ Activ atio n w as caldatedas a r ado of theini也alr atesin thepresen ce and bsen ce of HgC12.
TetA S Hre agent
Tetracyclin e uptake
(n m ol/mg protein/30see)
No n e ＋Hg2＋
Ac血va塩on
Arg70
･ → Cys
W ild-ty pe
No n e
2 m M M hqr S
5 m M N E M
Non e
2 m M M M T S
5 m M N E M
0.7 1.9 2.7
0.3 0.3 1.0
0.2 0.2 1.0
2.9 2.9 1.0
2.9 2.6 0.9
2.5 2.2 0.9
cys7 0変異体はs H修飾試薬で処理されな い とき､ 輸送清性はHg2＋ により約3倍の括性イヒを受けるが ､
M M T Sある い はN E Mの 修飾により阻害 された活性は ､ Hg2＋が存在しても最早上昇する ことはない ｡ 野生
型TetAはHg2＋ による括性化もsH修飾試薬による悟性阻害もうけない の で ､ こ の ような変化はない ｡ 以上
の結果より､ Eg2十の標的はcys70残基の遊離のSH基であることが分かる 0
次に､ 第 二 点に つ い て は蛍光消光法により.H
＋輸送を測定する ことで検討した ｡ Figu re316にはcys7 0変
異体の 結果の み示されて い る ｡ tr acelは1 0mM Mg2＋存在下 での結果であるが､ N A D王Ⅰ添加により△pE形
成後 ､ テ トラサイ クリ ン (終濃度10pM) を加える と､ 蛍光強度が回復 しテトラサイクリ ン との ア ンチ
ポ ー トによりH＋が反範膜小胞か ら排出されたこ とが分かる ｡ tr ace2 ではN A D H添加前に10FL MのⅡg2
＋が
加えられて い る o こ の場合 ､ テトラサイクリ ン添加に伴うH＋ の排出量が多く なっ て おり､ cys7 0変異体
の テトラサイクリ ン輸送晴性上昇 (Figu re3-3 B) と対応して いる . trace3 ではN A D H添加前に反転膜小
胞が2mM の N E M で3分間処理 されて おり､ テトラサイ クリ ン輸送の 阻害 (Figure 3
-5) と ∵ 致 して ､ テ
トラサイク リン依存のH.輸送も阻害されて いる ｡ 最後に､ tr ace4は､ 10〃M のHg2 十存在下 で反転膜小胞
を2mMのN E Mで3分間処理 し､ 滑性測定を行っ たもの である o こ の場合､ trace 2と同程度のE
＋輸送が観
察され ､ Hg2＋がCys7 0残基のS E基をN E M修飾から保護 し ､ メル カプチ ドを形成して 滑陸上昇を導い て い
ると解釈される ｡ N E Mの代わりにM M T Sを 剛 ､ても同様の結果が得られた (data not sho wn) o また ､ 野
生型TetA ではHg2＋やSE修飾試薬による変化は見られなか っ た (data n otsho w n) o
更にこの こ とはテ トラサイ ク .)ン 取り込みの測定でも確かめられた｡ Figare37 Aはテトラサイク .
1)ン
と 一 緒に終濃度が2mMになるようにNE Mを反転膜小胞 に晒したときのテ トラサイクリ ン の取り込みを示
して い る ｡ 野生塾TetA の輸送活性はFigure3-1に示した通常の測定条件のときに比べ ると高くなっ て い鳥
が ､ cys7 0変異体の輸送清性 は明らか に阻害されて いる ことが分かる o Figure3
-7Bは2mM N E Mに加えて
更 に1 0〃M Hg2
＋が含まれるが ､ 野生塾Te仏 の輸送活性はFign re3
-7 Aと変わらな い の に射 し､ cys7 0変異
体の輸送活性は著 しく上昇して い る . こ の場合､ 野生塾 に対する活性の比 はFigu re3
-3 Bの結果と同程度
である ｡ こ の結果は､ Hg2.とsH修飾試薬は同
一 の標 臥 Cys70残基のS 且基を競合するが ､ Hg2
＋の 方が早
くs H基に結合 しメ ルカ プチ ドを形成するの で ､ 活性上昇が生 じる ことを示して い る o
以上の結果より ､ cys7 0変異体のHg2
＋ による活性上 昇は側鎖のS 且基がメ ルカ プチ ドを形成することに
基づくと結論される｡
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Figtl re3
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第5節 考察
本章で は第3膜貴通領域周辺の 一 連のCys-sc a nning変異体(195)の中で ､ 第2章にお い て作成されなか っ
たル ー プ2-3の重要残基Arg7 0のCys変異体に焦点を当て ､ そ の性質の解析を行っ た ｡ cysはAlaやSerのよ
うに中性の ､ 比較的小 さ い側鎖をもっ て いるの で ､ 当初はcys7 0変異体の テトラサ イクリ ン輸送活性は
Ala7 0変異体やSer7 0変異体 に類似して著しく低 い であろうと予想して い た｡ と ころが ､ 意外にもcys7 0
変異体の 輸送活性 は顕著 に見られ ､ Lys7 0変異体の晴性に次ぐもの であ っ た (Figure 3-1) ｡ 通常の滑陸
側定用嬢衝液中にはco2＋が含まれて い る こと､ シ ス テイ ン 分子や グルタチオン分子のS壬Ⅰ基にCo2＋が結合
しうる(2 81,28 2)ことから ､ cys70変異体の顕著な輸送晴性の原因として ､ Cys70残基側鎖のS H基が測定緩
衝液中のCo2＋を結合して メ ル カプチ ド (-s-co十) を形成 し､ 正荷電側鎖の ように振る舞っ て い る可能性
が考えられた｡ co2＋の代わりにMn2＋やMg2＋を用 い たときにはCys7 0変異体の 活性はAla70変異体の晴性
よりも著 しく高くなると いうことはなく (Fi即 re3-2) ､ これらの2価カチオン はCo2＋ に比べ るとメ ルカ
プチ ド形成能が著しく低 い ことが示唆される ｡ Cys7 0残基側鎖がメ ルカ プチ ドを形成するという証拠は
`
s H基に非常 に親和性の高い Hg2＋を用い る ことにより得られたo Ⅰig2＋はテトラサイ クリン とキレ
ー ト体を
形成せず､ その輸送を仲介する ことはな い (Figu re3-3 A) ｡ Hg2＋をco2＋と共存させると ､ cys7 0変異体
の輸送括性の み大きく上昇し､ Lys70変異体よりも高 い悟性を示すようになる ことは興味深い (Fignre 3
-
3 B) ｡ こ の ことは､ Hg2＋を結合 しメ ルカ プチド (-s- Hg＋) とな っ たcys側鎖がLys側鎖よりも機能にお い
て適して い る ことを示して い る o また､ Cys7 0変異体はs H修飾試薬 (N E MおよびMM T S) により活性阻
害を受ける (Figu re 3･5) が ､ 低下 した悟性はHg2＋を加えて も最早上昇する こと はなく (Table 3
-5) ､
Hg2
＋による晴性化には遊離のS H基が必要である ことが分かる ｡ 更に､ Hg2
＋が存在する ことによりcys7 0
変異体のSH修飾試薬による活性阻害が回避される こと (Figure 3-6､ Figure 3-7) は､ Hg2＋の標的が
cys7 0残基側鎖のS H基であろこ とをより強く確認するもの である o 以上 の結果より ､ 7 0位の正荷電側鎖
が機能に重要 な役割を担 っ て い る ことが確認された ｡
cys残基は修飾試薬による特異的 な標識が容易ある の で ､ 様々 な蛋白におい てCys変異体が作成されて
い る ｡ 特に大腸菌ラ クト - ス輸送体 (La｡Y) にお い て はほぼ全域に渡っ てCys･s c a n ning変異体が作成さ
れ ､ 重要残基とs H修飾試薬の 影響 を受ける残基の マ ッ ピ ン グが行 われて いる(285
- 2P)o 当研究室 で も
TetA のCys-sc an ning変異体を数十種作成 し､ 【14cIN E M結合性の差異により召的の残基が膜貴通部分に存在
するのか ､ 膜表面に露出するの か を判定する ことに用 い て い る(195･196)o 本研究で は､ Cys変異体を側錬
修飾 による 荷電残基の再構築に用い たが ､ イ オ ン をその 目的で使用した の は初やて の例である o 負荷電
残基の再構築にはよくヨ ー ド酢酸が用い られる ｡ 例えば ､ バクテリオロ ドプシ ン(2 91)､ テクト
- ス 輸送
体(2 66)､ 大腸菌FoFl-A T Pa se(29 2)で は､ 機能に重要なAspやGluをcysに置換する
と括性が失われるが ､
ヨ ー ド酢酸でカ ル ポキシ メ チル 化すると活性が回復 する ことを観察 して い る o こ の 場合 ､ ヨ ∵ ド酢酸で
修飾されたcys残基の 側鎖はG l滅 基よりも炭素1個分長くなっ て いる o ま た ､ (2
- ブロ モ エ チル) アミ
ン を用い て ア ミノ エ チル化するとLys側鎖と同じ長さの 正荷電側鎖が生 じ､ ア ス パ ラ ギン 酸アミ ノ トラ
ン
ス フ ェ ･ラ ー ゼな どに用い られた(29 3)｡ ラクト
- ス輸送体で は正荷電側鎖を導入する ため に､ メ タ ン チオ
ス ル フ ォネ - ト エ チ ルア ン モ ニ ウ ム (M T S EA) を用い て い る(26 8). いずれの場合も修飾 による晴性回復
が見 られて い る ｡ また ､ 荷電残基の 再構築で はな いが ､ ニ コチ ン作動性アセ チル コ リ ン レ セ プタ
ー で
は､ そ の イオ ンチ ャ ン ネル部分 の特性 を解析する ために ､ 正電荷を導入するM T S E Aやメ タ ン チオ
ス ル
フ ォネ - ト エ チル (川 メ チル) ア ン モ ニ ウム (M T S E T) ､ 負電荷を導入する メ タ ンチ オス ル フ ォ ネ
-
ト エ チル ス ル ホ ン酸(M T SES) を用い て い る(294)○ その 他 ロ ドプシ ンやバクテリオロ ドプシ ン で はcys
変異体をス ピン ラベ ル し､ 蛋白の構造変化の検出を行っ て いる(
2 95:305)o また ､ 蛍光試薬標識黄白を和
一
た構造変化の検出がラク ト - ス 輸送体(3 0 6
･310)､ ミオシ ン(31 1
･31 4)などで行われて い る o
- 5 0･
最近､ 膜蛋白質にお い て 立体構造上近傍に位置するであろう幾つ かの アミノ酸残基 をH is残基に置換し
て金属結合部位を作り出し､ そ れら残基の位置関係 を解析する研究が行 われて い る(315,316)0 Ⅱisはzn2＋
な ど重金属イ オ ンを配位するア ミノ酸と して よく知 られ ､ 多くの金属酵素に見い だされる ｡ 本研究では
蛋白の金属 による修飾を述べ たが ､ cys残基によるメ ル カ プチ ド形成もまた残基間の 相対的位置関係の 解
明に応用で きるかもしれ ない ｡
- 5 1一
第4草 Arg7 0残基変異体の抑圧変異体の解析
第1節 はじめ に
近年､ 膜蛋白質の構造機能研究の ため に抑圧変異体の 解析が盛んに行われるようにな っ た(20 5,26 3,264,
26 7.317
1343)｡ 抑圧変異体とは ､ ある アミノ酸置換 によ っ て活性が低下もしくは消失 した変異体 をもとに
得られる ､ 活性を回復 した変異体を意味して い る｡ 活性回復に導く新た なアミノ酸置換が ､ 活性低下 の
原因となるア ミノ酸置換の部位での 野生塾へ の復帰である場合には､ 単に戻り変異体 (back m tlta nt､ tru e
re v erta nt) と 呼ばれ ､ 別部位で の新た なアミ ノ酸置換が活性回復 を起 こ した もの は ､ pse udo でe V erta nt
(sec o nd-site rev erta nt) と呼ばれる ｡ 本研究で の抑圧変異体は特 に断りがない 限り後者を指すことにす
る ｡ こ の 後者の抑圧変異体解析が構造機能解析 に有用であるの は､ 将性消失の原 因となる第 一 変異部位･
と晴性回復の 原因となる第二変異部位とが立体構造上近傍に位置する こ と､ 第 一 変異部位で 失われたア
ミ ノ酸残基と第二変異部位で生 じたアミノ酸残基と が機能的に等価である ことが 一 般的に示唆される こ
と による ｡ しか し､ 多くの黄白で抑圧変異体解析が行われ ､ 変異部位が明らかにされる に つ れ､ 活性回
復の原 因が 必ずしも上記の範暗 に入らない抑圧変異体も分離されるようにな っ てきた ｡ こ の 場合 ､ む し
ろ ､ 暖味な意味になるが ､ 第 一 変異部位と第二変異部位との間で構造的 ､ 機能的な連関があると いうべ
きかも しれない ｡
本章で は前章で作成されたArg7 0残基のCys変異体から抑圧変異体を分離する こと を試みた o Cys7 0変
異体は完全 に悟性 を消失 した変異体で はない が､ 野生塾に比 べ れぼテトラサイクリ ン耐性レ ベ ルもか な
り低く､ 輸送活性も十分で はない(3 44)｡ 従 っ て ､ こ の変異体の抑圧変異体を分離すれぼ7 0位残基そのも
の の機能における役割や7 0位残基の 近傍にある ､ ある い は相互作用するアミ ノ酸残基を推測する ことが
可能になると期待される ｡
第2節 Arg7 0- Cys変異体産生株か らの テトラサイクリ ン耐性上昇抑圧変異株の 分離
Arg7 0- Cys変異体産生株の テトラサイクリ ン耐性レ ベ ル は ､ Table 3
-2にも示 したように最小発育阻止
濃度 (M IC) が12.5/Lg/mlと野生型の耐性レ ベ ル に比べ ると著 しく低い o ATg70
- Cys変異体の抑圧変異
体を分離するため ､ 大腸菌w 3 1 0 4/pLG R 7 0C株培養液約1.5mlを1 00〃1程度に濃縮し､ テトラサイ クリン
20 0〃g/mlを含むy T寒天培地上 に塗布し､ 3 7℃で培養 した ｡ 3 日後40個の コ ロ ニ
ー を得､ テ十ラサイク
リ ン のM ICを測定した ｡ 耐性 レベ ル が明らか に上 昇した蘭株1 6につ い て ､ プラス ミ ドD NAを単離 し､ 改
めて大腸菌w 3 1 0 4株を形質転換し､ 再度 テトラサイク リ ン のM ICを測定した ｡ そのうちM ICが野生塾と
同じ2 00iLg/mlを示す菌株 (w 3104/pL G R 7 0 CR 5) を選択 した ｡ 第二 変異が お出遺伝子領域 内にある
こ
とを確認するため に､ pL G R70 CR 5よりtetA遺伝子の大部分を含むEc oRV
- BamEI切断断片を野生塾tet4遺
伝子をもつpLGT 2 の対応する領域と交換した プラス ミ ド､ pL G Tα P(R 5)を構築し (Figure 4
-1) ､ 大腸
菌w 3104株を形質転換 し､ テ トラサイクリ ン耐性レ ベ ル を測定した ｡ こ の菌株に対するテ トラサイクリ
ン のM ICはW 3 1 0 4/pL G R 7 0 CR5株と同じであ っ たの で ､ 変異部位はtetA遺伝子内にあると判断した o そ
こで ､ PL G R 7 0 C R 5の tetA遺伝子全域を含むx baI
- Ba mH I切断断片をpcT l 1 8 3 B の対応する領域と交換して
pc T R 7 0 C R 5を構築し (Figur e 4-1) ､ 変異tetA遺伝子の塩基配列を決定したo その結果､ 7 0位およびそ
の周辺で の 塩基置換は保た れたまま､ TetA の1 7 1位に対応する コ ドンがA C TからTCTに変化して い た ｡
-52-
Amp
pUC l 1 8
豊
HI
.
ndlI)
Ec oRI
EcoR[,S ln u cle a se,
Kle no w
＋ BgJI linker
Amp
pUC l 1 8 3
Amp
Ecx)RI
Bgnl
Hind 川 Bgbl'Ba 〝州
Ba m川 v e
-
ctorfra
軸月l
Hjndlll, KJenow
＋ Ba爪Hllinker
pU Cl 18 3 H B
Amp
pC Tl 1 8 2
tetR
iB9
2.4 5 kb tot
m e nt
飴 mHl
飴 mHl
BghI
Bal州l. s eJf･ngatio n
Amp
pU C l l 8 3B Ba mHI
Bg^ l
BgAl＋Ba mHl
vectorfragm e nt
atio n
Bg^ I
Bg^ I
tetA
Ba mHI
Ec oRl
Ec oR V
Xbal
JJ＋BaTTN I
fragm e nt
Jigatfo n
Amp
pCTl1 8 3
(atF?
2.45 kb tet fragm e nt
fro mpC T l 1 8 2
Amp
pC Tl 1 83 B
tetF7
tetA
XbaI
tetA
XbaI
仙1d 川
XbaI
由 mHJ
EcoR[
EcoRV
Ba mH[
Ec oRI
EcoRV
XbaトBa mHJ
v e ctorfragm e nt
始 胴
軸州
X bal
EcoRV
Km
pL G R7bcR5
(pLGR7 0 C什1 7 1 S)
tetA
EcoRI
EooR V･ Ba11刑)ve ctor
fragm ent fr onlPLGT 2
Bg]JI
Xbal
EcoRV
tetR
iEo
Ba mHI
oRV十Ba仙J
1.3 6 kb tetA fragm ent
)igatio n
Km
pL GTαβ(R5)
tetA
EcoRl
1.5 6 k b X baトBa 仙IteEA lragm e nt
for mpLG R70 C R5
Amp
pCT R7 0C R5
tetA
tetF7
BgBI XbaI
劫 mHl
飴 mH]
E&Rl
Ec oR V
Figtlre4･1･ M odincatio n ofa mnlticopyclo ning vecto r(ptJC118), st,bcloning ofthe Tn10
･tctge n esin a
m ultic opy plasmi dand co n stru ctio n ofthe plasmi ds e ncoding
the Le血 ge n efro mthe re verh ntplasmi d･
pu c l183,pU Cl183Ⅰ認andpU C1183 Barederivadves ofpU C118･in
which miticIQningslteS ar e m Odifled by
alinkerins ertion･ pC T l182c ominingthe entireteiR andteL4g
enesfro mthetranspo so nTnlOw as c on stru cted
pre viou sly･ pC Tl183 w as c on stru ctedbytheinserdon･of the BglII
I Ba mm fragm entfro mpC rl182topU Cl183･
pc T l183 Bw asco nsbJ Cted by the in sertion of the s am
e fr agm ent to pU Cl183 B･ T he re vertant plasmi d
pL G R 70 C R 5 isdedv ed fro mpL G R70 C･ t he EcoR
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その結果 ､ 1 7 1位はT hrからser＼ と置換されるこ とになる ｡ 1 7 1位は推定二次構造中 (Figu re 3) で は､
第6膜貫通領域の ほぼ中央に位置 し､ 親水性ル ー プ領域にある7 0位残基と直接相互 作用して い る可能性
は低 い と考えられ る ｡ 次節以降 ､ 1 7 1位変異によ る7 0位変異抑圧 の メ カ ニ ズム に つ い て 検討する ｡ な
お､ 以後の解析 で は､ pL GR 7 0 CR5をpLGR7 0 C/T1 7 1Sと改める ことにする｡
第3節 Arg7 0- - Cys変異抑圧 に対する17 1位残基の要求性
Arg7 0- Cys変異を抑圧 し耐性 レベ ルを回復させる ため には､ 1 71位の アミノ酸残基と して何が要求さ
れるの かを明らか にするため ､ T hr1 7 1残基を部位特異置換 した ｡ Ku nkel法に従い ､ Table す1に示すオリ
ゴヌク レオチ ドも用 い て ､ T hr1 7 1残基をA la､ Cys､ Tyrに置換 した . こ の際 ､ トラン ス ポ ゾンTnl O の
tetR遺伝子および垣tA遺伝子 を含む マ ルチ コ ピ ー プラス ミ ド､ pc T 1 1 8 3由来の デ オキシ ウラシ ル を含む
ssD N Aを鋳型 と して用い た ｡ 変異マ ルチ コ ピ ー プラス ミ ド(pc T T 1 7 1 A左ど) より調製される1 7 1位変
異を含むM lロI-Ec oRI切断断片と､ 70位変異を含む プラス ミ ド(pERR7 0 Cなど) からの Ec oR V- M luI切断断
片をロ ー コ ピ ー プラスミ ドpL G T 2のEcoR VIEc oRIベ ク タ
ー 断片に挿入し､ 70位と1 71位の 二重変異プラス
ミ ド(pL G R 7 0 C/ T 1 7 1 Aなど) を構築した ｡ 171位の単独変異プラス ミド (pL G T 1 7 1 Aな ど) は､ 1 7 1位
変異を含むEc oR V-EcoR I切断断片をpcT T1 71 Aなどから調製し､ pL G T 2 の対応する領域と交換 し構築し
た o また ､ pL G T 17 1 Sはpc T l 1 8 3からの Ec oRV
- M luI切断断片とpc T R 70 CR 5からのADuI
IEcoRI切断断片と
をpL G T 2の Ec oR V･Ec oRIベ クタ
ー 断片に挿入し構築した (Figure 412) o 作成された変異ロ ー コ ピ ー プラ
ス ミ ドで大腸菌w 3 1 0 4株 を形質範換 し､ 薬剤感受性 レ ベ ル の測定に用い た (Table 4-2) ｡ いずれの変異
蛋白も野生塾Te仏 と同レ ベ ル発現して いる ことを確認 した (data n otsbo wn) 0
Tab le 4･ 1･ Mtltage nicpr l m e rS tlS ed fo rthe T hr1 7 1m tltatio n s･
■
Nu cleoti de sequ en ces ofm lltagenicpn mers c or respo ndto the co mple mentarysequ en ce of thetetAge n e. Asterisks
(*)indic ate mis m atches. Mlltadon s w erefirstdetected bythe dissapear an ce ofthe odginal Ssplsite(A A T A TT
-
GA T A TT)asindicated byt mded ines･
p hmer Nu cleodde sequ en ce Codonchange A min o･acidsubstitutio n
★ ★
T171 A R5I - G GBLA A G C G A C良基聖基望竺T - 3
I
★ ★ ★
T17 1 C R5- - A G G A A A C A G AC旦星空星空望T - 3
1
★ ★ ★
T171 Y R5I _ A G G A ÅA T AG ÅC昆監聖盛運望T - 3
I
AC T- ＋ G C T Thr17l一 Ala
A CT- T OT Thr17I- Cys
A CT - T A T Thr17I- Tyr
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Table 4･ 2･ Tetr a cyclin e resista n c ele v els of E･ c olt W 310 4c ells ha rbo ring the Arg7 0
/T hr1 7 1s Ⅶbstitution m llta ntpla s mids.
Plasmid TetA M CoftetracyclineGig/mi)
Non e Non e Q.8
pL G T2 W ild-ty pe 200
pL G R 70 C
pL GR 70 C/T 171S
pL G R 70 C/T171 A
pL G R70 CノT1 71 C
pLG R7 0 CノT171 Y
Arg70→ Cys 12.5
Arg70→ Cys/Thr171
-
,Ser 200
Arg70
･→ Cys/Thr171
1 1
> Ala 50
Arg70→ Cys/Tbr171- Cys 50
Arg70→ Cys/Thr171ヰ Tyr 3.1
pL G R70 A
pL G R 70A /T 17 1S
pL G RフOA /T171 A
pL G R 70A /T17 1C
pL G R7 0A /T171 Y
Arg70→ Ala 12.5
Arg70- Ala/Tbr171- Ser 200
Arg70→ Ala/Thr171→ Ala 50
Arg70
-
や Ala/T h 171- Cys 50
Arg70→ Ala/ Ⅷr171→ Tyr 3･I
pL G T 171S
PL G T 17 1A
pL G T171 C
pL G T171 Y
T b 171→ Ser 200
Thr171→ Ala 200
ⅥⅡ171- Cy5 200
I
Thr171- Tyr 200
cys7 0変異に様々 な1 7 1位変異を導入 した場合 ､ ser1 7 1変異が導入されたcys7 0 / Se r1 71変異体が野生
塾レ ベ ルの テ トラサイクリ ン 耐性を与える ことがで きる以外に､ A la1 7 1変異､ cys17 1変異 (それぞれ ､
cys7 0/Ala171変異体､ cys7 0 /Cys1 71変異体) も耐性 レ ベ ル を顕著に上昇させて い るこ とが分かる ｡ と
こ ろが ､ 1 7 1位 にTyr残基が導入される (Cys7 0 /Tyr1 7 1変異体) と ､ 耐性レ ベ ル の上昇は見られず､ む
しろ 感受性菌 レ ベ ル 近く にまで低下 して い た ｡ 1 7 1位残基の 効果はCys7 0変異 に射するだけで なく､
Ala7 0変異に対 しても全く同様であ っ た｡ 一 方 ､ 171位単独の 置換は薬剤耐性レベ ル に全く影響が なく､
T br1 71残基は機能そ のもの に関与する残基で はない と言える｡
次に､ 反転膜小胞での テ トラサイ クリ ン輸送活性を測定した (Figure 4-3) 0 Cys7 0変異単独でも顕著
な輸送活性 を示すが ､ Ser1 7 1変異 ､ Ala1 7 1変異ある い はcys171変異が加わ っ た場合には､
●
明らかな輸
送晴性上昇が見られ ､ 機能的に回復 して い ると言える o Table 4-3に示 した速度静的定数を見ると ､ Km億
がやや減少傾向を示すが , Vm ax催が上昇して い るの が分かる o Figu re 4-3で は､ Ala17 1変異ある い は
cys1 7 1変異の方がSer1 7 1変異よりも活性上昇の程度 が大きい ように見えるが ､ Vm a x備 にはそれ ほど大
きな差は見られなか っ た (Table 4-3) ｡ 一 方､ Tyr1 7 1変異は薬剤耐性 レ ベル からも推測される通り, 袷
送括性 をほぼ完全に消失させ て い る? この傾向はAla7 0変異に対しても同様に見られ (Figure 4
-3) ､ 特
にAla7 0/ Ala1 7 1変異体､ Ala7 0/Cys1 71変異体でVm a五億の上昇が顕著で あっ た (Table 4
･3) o 以上の結
果より､ 7 0位の変異を抑圧 し機能を上昇させ る には ､ 1 7 1位の アミ ノ 酸残基と して ､ 特異的な水酸基は
必要で はなく ､ 側鎖がT brの側鎖よりも小さくなる ことが必要である ことが分かる ｡
1 7 1位を単独で置換 させた場合､ se r17 1変異体で わ ずかに輸送活性が低下するが ､ 他の変異体 は野生
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塾と同 レベ ル であ っ た (Figu re 4-3) ｡ 速度静的定数を覗U定すると (Table 4-3) ､ い ずれの変異体も
vm ax催が低下 し､ また ､ K m億が減少する傾向にあ っ た○ 特
.
にSe r1 7 1変異体でKm値が野生塾 に比べ およ
そ1/4に低下 し､ 顕著である ｡ Tyr1 7 1変異単独で は括性を消失させな い ことから ､ T br1 71残基は磯能残
基で はなく､ 171位の アミノ酸残基と してT brが最も適し､ 側鎖容積が厳密 に保たれて い る必要があると
言える o 観察されたKm億(-(k2十k-1)/kl) の低下は､ 其の親和性が 上昇し､ 基質結合速度 (kl) が上昇
したとい うよりはむ しろ ､ 基質が黄白に結合 した後､ 輸送され放出される過程の 速度 (k2) が減少した
ためと考えられる ｡
Tab le 4･ 3･ E in etic c o n stantsfor tetra cycline uptakebyin verted m em br ane ve sicle s･
N A D 臥depende nt tetr acyclin e uptake for30s ee w as m eastwed in the prese n ce of 1m M Cod2 and v ado us
co nc entratio ns oftetra cyclin e. Kin etic c o nstants w ere calcdated fro m n o n-li ear regression･ Dataindicate av erage
± S･D ･ ･ N Dm e ansthatpara m eters c oddn otbedete min ed be cau se ofloss ofa chvlty･
Mutatio ns K m(〃M) Vm ax(n m ol/mg protein/min)
Non e(wild-ty pe)
Thr171→ Ser
皿r171･ → Ala
Ⅵ∬171→ Cys
Thr17l- Tyr
24.8 ±7.3
5.8 土 2.8
9.7 ± 1.8
13.8 ± 3.0
13.4 ± 4.4
43.1 士 4.8
8.5 ± 1.1
ll.8 ± 0.6
23.7±･1.6
15.5± 1.6
Arg70→ Cys
Arg70 → Cys/T k 171→ Ser
Arg70→ Cys/T 虹171→ Ala
Arg70- Cys/T hr17I- Cys
Arg70→ Cys/T br171→ Tyr
26.6 ± 5.7
15.2 ± 3.2
16.0 ± 4. 4
13.1 ± 5.6
N.D .
10.7± 0.8
1 6.0± 1.1
14.3 ± 1.4
16.2士 l.5
N.D.
Arg70→ Ala
Arg70- A la/Thr171- Ser
Arg70＋ Ala/T hr17I- Ala
Arg70→ Ala/Thr171- Cys
Arg70- Ala/Ⅵ∬171- Tyr
22.7 ± 3.1
2 6.5 ± 4.9
3 5.0± 6.9
54.2± 1 8.3
N.D .
4.4 ± 0.3
9.1j=0.7
22.7 ± 2.0
3 6.2 ± 6.5
N.D .
I - - - - 一
-
I - - -
- - - - - - - I - - - - - - -
- J
1
- - - - - J L J - - - - - - 1P - - - - - - - I . - l l I I - ← - I - ← - - - 1 [ - - - - 1 - - - - J . - - - I - J II - - - - -
- I - I- - - - 1 I - - - J ■ - 1 一 一 一 一 - - ●l { 一 b 一 H I J P ＋ I 一 一 ■ 一 I 一
Arg70- Lys 1 8･6 ± 2･7 19･2 ± 1･O
Arg70- Lys/T hr171- Ser 8･2 ± 1･2 4･5 ± 0･2
I
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第4節 T hr1 7 1一 斗Ser変異の種々 の7 0位変異へ の効果
ser1 7 1変異が他の7 0位変異体の活性に対して どの ような影響を及ぼすかを検討するため ､ 7 0位と17 1
位の 二 重変異体 を構築 した ｡ 7 0位 に変異をも つ pE R 2プラ ス ミ ドより Ec oR VI M ]uI切 断断片を ､
pc T R 7 0 C R 5よりser1 7 1変異を含む M]uトEcoR工切断断片を調製し､ pLG T2 のEcoR V- Ec oRIベクタ ー 断片に
挿入し､ 二重変異プラスミ ドを構築した (Fign re 4-2) ｡ 大腸菌w 3 10 4株を形質転換 した後､ 薬剤感受
性の測定(Table 4-4) と変異費白産生の確認を行 っ た (data n ot sh. wn) .
Tab le 41 4･ Tetr a cyclin e r e sista nce le v els of E･ c olt W 31 0 4c ells harbo ring the Arg7 0
/T hr1 7 1s llbstittltio n m uta ntpla smids.
M ICs oftetr acyclin e ar e sho w nin amitofpg/ml･ M I C fo rW 3104cellsisO･8yg/ml･
T】∬171s ubstitu也on
Arg70subsitution
Non e(m r171) Tbr171- Ser
No ne(Arg70)
Arg70→ Cys
Arg70 → Ala
Arg70. Ser
Arg70→ Lys
Arg70
1 ＋ Asp
Arg70→ Leu
Arg70→ Trp
200 200
12.5 200
12.5 200
1 2.5 2 00
1 2.5 200
0.8 12.5
0.8 12.5
0.8 12.5
Se r1 7 1変異が加わる こと により､ 中程度のM ICを示すcys, Ala､ SerおよびLys変異体は野生型レ ベ ル の
耐性を与える ことが できるように なる ぼかりで なく ､ 全く耐性を与える ことが できないAsp､ Le uおよび
Trp変異体に対 しても抑圧効果を示 し､ 中程度の耐性 を与える こ とができる ようにな っ て いる ｡ これらの
変異体の輸送活性をFigure4-4に示 したが ､ 7 0位がCys､ Ala､ Ser､ LysおよびAspである変異体につ い て
は顕著に輸送括性が上昇 して い るのが 分かるが ､ Leuおよ びTrp変異体に つ い て は明確で なか っ た ｡ 速度
静的定数を見ると (Table 4- 3) ､ Ser1 7 1変異は ､ Cys7 0およ びAla7 0変異体に対して は明らかにVm ax備
を上昇させ ､ 抑圧効果を示 して い る o と ころが ､ Lys7 0変異体 に対 して はVm a x催は減少し､ 更にKm値の
著しい減少 が見られ ､ 機能的に は抑圧 されたとは言えない ｡ Lys7 0変異に対するSer171変異の効果は7 0
位にArg残基をもつ 野生塾蛋白に対する効果に類似 して おり､ 7 0位に正荷電残基がある場令と ､ それ以
外の残基が占め る場合とで1 7 1位変異の効果 に差異があると考えられ る｡ 恐らく7 0位に正帯電がある限
りは1 71位が変化 してもそれが壌能で きる と考えられる ｡
い ずれにせよ ､ Ser17 1変異の抑圧効果に特異性が ない ことから､ また推定二 次構造 (Figure
'
3) にお
い て ､ 1 7 1位は第6膜貴通領域の ほぼ中央に位置 し､ 7 0位は親水性領域に存在するように ､ 両者が立体
棒道上近 傍にある可 能性は低 い と考えられる ｡ また､ 1 7 1位変異の抑圧効果が ､ 7 0位変異に対 して特異
性はな いもの の ､ 17 1位残基の 側鎖容積に依存する ことから ､ 171位の側鎖容積の 減少が蛋白の微妙なコ
ン フ ォ メ - シ ョ ン変化を誘起し､ それが7 0位近傍 へ と伝達されて抑圧が起こる可能性が 考えられる ｡ こ
の 際､ 7 0位近傍の他の 正荷電側鎖が失われた7 0位の正荷電側鎖の機能を代替できる位置に動い て い る こ
とも考え られる ｡ 7 0位近傍 に は保存性配列モ チ ー フ を構成するArg6 7､ Arg71が存在 し､ 代替残基の候
補となりうる ｡ この可能性 に つ い て は第6節で検討する ｡
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第5節 Arg7 0- Cys変異体の抑圧変異体 へ のHg2＋の効果
cys7 0単独変異体の輸送悟性はHg2＋により著しく上昇する (Figure 3-3)(344)｡ 本節では､ cys7 0変異
と1 7 1位変異とをもつ 二重変異体の輸 送清性がHg2＋により活性化 を受けるの か どうか ､ またその程度に
つ い て検討した ｡ Figure 4-5は10FL M Hg2＋が共存する条件でiBT]定されたテトラサイクリ ン の取り込みを
示して い る ｡ Figure 413の 結果と比較 して ､ Cys7 0変異を含む二重変異体は輸送清性が上昇 して いるが ､
その程度はcys70単独変異体 (Figu re3-3) に比べ る と小さ い ｡ Cys7 0/ Tyr1 7 1変異体が1 0FLM Hg2＋ が存
在する場合 に､ 顕著 な輸送活性が観察されるようになり､ 興味深い ｡ 比較と してCys1 7 1変異体の輸送括
性を測定 したが ､ Hg2＋による 影響は認め られなか っ た ｡ 恐らくcys1 7 1残基は膜内の疎水性領域に存在
し､ その 側鎖にHg2＋が到達できな いた めと考えられる o こ の ことは､ 【14C】N E Mがcy5i171変異体 には結合
しない (data not 血o wn) こととも 一 致する . Table 4-5 の速度静的定数を見ても､ 1 7 1位変異 (ser､ Ala
ある い はcys) が導入されると ､ Table 4-3と比較してVm ax億が上昇するが ､ その程度は明らかにCys7 0
単独変異体 ほ どで はなくな っ て いる ｡ また別の見方をすると ､ Hg2＋存在下で ､ すなわちCys7 0残基がメ
ル カ プチ ドを形成 し正荷電側鎖様にな っ て い る場合､ cys7 0/Se r1 7 1二 重変異体の Vm a x値はcys7 0単独変
異体の Vm a x値とほとんど同じである ｡ これは明らか にHg2＋非存在下 (Table 4-3) で の様相とは異な っ
て い る ｡ Table 4-3で は ､ 7 0位残基が正荷電をもつ Arg (野生塾) ある い はLysである場合には ､ Se r17 1変
異はvm a x借を顕著に低下させる ことも述べ た ｡ Hg2＋存在下で のSer1 71変異のCys7 0変異に対する効果は
最早抑圧 する効果 で はなく､ 正荷電側鎖に対する効果に類似 して い ると思われる ｡ こ れらの結果は､ 70
位に正荷電がある場合 には､ 1 7 1位が変化しても7 0位の正 電荷が機能を持つ ことを示唆して い る ｡
Table 4･S･ E in etic c o nsta ntsfo rtetr a cyelin e tlptak le byin v e rted m e mbr a ne v e sicles･
N A D H-depende nt tetracyqline uptakefor30s ee w as m eas ured in th presen ce of Im M CoC12, 10yM HgC12a nd
v ario us c oncentration s oftetr acyclin e･ K n etic co n stants w ere cal ulated fr o m non
-1in e ar regressio n･ Dataindicate
av erage± S.D -
Muta丘ons Em GLM) Vm ax(Ⅱ m ol/mg protein/min)
Arg70→ Cys
Arg70→ Cys/Thr17l→ Ser
Arg70→ Cys/T 虹17 1→ Ala
Arg70→ Cys/Thr17 1→ Cys
Arg70→ Cys/T h 171→ Tyr
T h 1711 ' Cys
1 9.7 ±3.5
20.0士 7.5
22.4± 8.7
24.6± l l.4
6.0± 3.0
1 0.1 ±7.1
22,5 ± 2.2
26.0 士 3.5
24.0 ± 3.5
26.2 ± 4.6
1.0 士 0.2
21.0 ± 4.2
'
第6節 T br1 7 1一 - Se r変異 による70位残基変異抑圧 へ のArg6 7､ Arg7 1残基変異の効果
第4節にお い て7 0位の正電荷が失われT hr171残基がSerに置換された抑圧 変異体で は ､ ウo位近傍の 正
荷電残基が機能を代替で きる位置 に移動する可能性を述 べ た o Arg7 0近傍には保存性配列モ チ
ー フの構
成ア ミノ酸残基であるArg6 7とArg7 1が存在し､ 代替残基の候補となりうる o 本節で はArg7 0残基のA la
変異体をもと にArg6 7残基ある い はArg7 1残基を置換し､ ser1 7 1変異によ る抑圧効果 へ の影響を検討し
た . こ のため に､ Table 4-6に示す合成オリ ゴヌク レ オチ ドを尽い て67位と7 0位の ､ および7 0位と7 1位
の 二 重置換を導入 した ｡ また､ こ れらにSer1 71変異を含む三重変異体はFigur e4
-2に示したように構築し
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た｡ Arg7 1残基のAla変異プラス ミ ドは当研究室にお い て作成されたもの を用いた(345)0
●
T且ble 4･6･ M utagc nic pm m e r s Ⅵ･s ed fo r純 e Arg6 7/Arg7 0a nd Arg70/ Arg7 1s ubstittltio n s･
Asterisks(*) andl皿derlin eindicate mis m atches andn e w restriction sites, respe ctively. T heR 70A /R71 Am miho n
w asfirstdete cted bythedisappe ar an ce ofthe original Nartsite(G G C G C C- ヰ G G C C C), which isindicatedwith
paren血esis･
P rim er NucleotideSequen ce Codon change
A min o acid
s11bsdtu也o n
R67 C/R 70 A
R7 0A/R71 C
★ ★ ★ ★ ☆ ☆
5- _ 且℡G ℡C℡GAC ℡G℡℡℡℡GGÅG C℡C G C C C A G ℡G- 3
-
Sa c=
★ ★ ★ ☆
51 _ C G A T T T G G T G C A T G C C C 且G T G C- 3 I
Sph=
☆ ★ ☆ ★
R7 0A /R 71 A5I - C G A T T T G G T G C G G C C C C A G T G C T- 3-
C G A･ 一 T G T,
C G G･･ヰ G C T
C G G→ G C A,
C G C. T G C
CO G- G C G,
(Na r=) CG C→ G C C
Arg67. Cys,
Arg70- Ala
Arg70→ Ala,
Arg7 1) Cys
Arg70- Ala,
Argワ1→ Ala
構築された 変異プラ スミ ドを用 い て大腸菌w 3 1 0 4株 を形質転換 し､ 変異蛋白の 産生を確認 し (data
n otsho wn) ､ 薬剤耐性レ ベ ルを測定した (Table 4-7) o
Tab le 4･7･ Tetr a cyclin n e r esista n c elev els of E･ c oli W3 10 4c ells ha rbo ring m uta nt
pla s mids.
M [Coftetracyclin efo rE･ c olt W 31 04cellsisO･8yg/ml･
Thr171substitutio n
Arg67/Arg70/Arg71substitutio n(s)
None(T k 171) T 虹171→ Ser
No n e(Arg67/A瑠70/A増71)
Arg67. Cys
Arg70) Ala
Argワ1 → Cys
Arg71→ Ala
Arg67→ Cys/Arg7 0→ Ala
Arg7 0→ Ala/Argワ1 → Cys
Arg7 0- Ala/Arg71) Ala
200 200
200 200
1 2.5 200
25 20
50 200
3.1 50I
o.4 1..6
o.4 3.1
Arg6 7残基ある い はArg7 1残基が代替して い るの ならば ､ . こ のうちの い ずれか
一 方とArg7 0残基の置換
を組み合わ せた二重変異体の薬剤耐性レ ベ ルおよび輸送活性は､ Ser1 71変異が加わ っ て も上昇しな
い こ
とが期待される ｡
Table 47の薬剤耐性レ ベ ル から判断する と､ ser171変異はAla7 0変異体ばかりで なく､ cys71変異体
ぉ よびAla7 1変異体の 耐性 レ ベ ル を上鼻させて いる o Cys6 7単独変異は薬剤耐性レ
ベ ル に影響を与えず､
ser1 7 1変異が加わ っ ても変化 は見られなか っ たo Cys6 7/ Ala7 0二 重変異体はM ICが わずか3･1〃 g/mlと
い
う耐性 レ ベ ル しか与えな い が ､ Se r1 7 1変異に より5 0〃g/mlにまで大きく回復 した ｡ これ に射 し､
Ala70 / Cys7 1二 重変異体､ A la7 0/ Ala71=重変異体 はMICが0･4FLg/mlとなり ､ 感受性蘭 よりも低
い レ ベ
ー 6 2-
ルである ｡ これは変異蛋白が稽 主菌にと っ て致死的 である ことを示 し､ 蛋白の コ ン フ ォ メ - シ ョ ンが著
しく損なわれて いる こ とが示唆さ れる ｡ これ ら二重変異にSer17 1変異が加わ っ て も耐性レ ベ ル の回復は
わずかであ っ た ｡
次に､ 反転腹小胞 へ の テ トラサイクリ ン の取り込み を測定した o Figure4-6は通常の条件で の結果を､
Table 4-8は輸送の速度論的定数を示すが ､ Arg70残基が含まれるCys6 7変異体およびcys7 1変異体の輸送
活性はSer171変異が加わる こ とによ っ て低下 し､ 野生塾Te仏 へ の効果 (Figure 4-3､ Table 4-3) に類似
して い るが ､ A la71変異体に対 しては顕著な変化は見られ なか っ た｡ cys6 7/Ala7 0二 重変異体 は低い輸送
活性をもつ が ､ Cys67 / Ala7 0 /Ser1 7 1三重変異体で は2倍に活性は上昇し､ Arg6 7残基が代替残基である
可能性は低 い ｡ 一 方､ Ala7 0 /Cys7 1二 重変異体 ､ A la70/Ala7 1 二重変異体はいずれも輸送活性はほぼ完
全に消失して い た ｡ と ころが ､ こ れら にSer1 71変異 を加えた三重変異体は顕著な輸送清性 を示して い
る ｡ もとの 二 重変異体が 宿主 レベ ル以下 の薬剤耐性 しか与えな い こと ､ cys7 1およ びA la71変異体で
ser1 71変異により薬剤耐性 レベ ル の上昇は起 こるが ､ 輸送機能は回復して い な い ことを考慮する と､ 70
位と71位の 二 重変異体で は正 しい コ ン フ ォ メ - シ ョ ン を採る ことが できず蛋白の 安定性 が失われて お
り､ ser1 7 1変異による薬剤耐性レ ベ ルの 上昇 ､ 輸送能の発現はむ しろ蛋白の安定性の上昇 (致死性の低
下) のためかもしれな い ｡ Table 4-8 の速度静的定数を見ると ､ Ala7 0/A la7 1/Ser171三重変異体のVm a x
偉はAla7 0/Cys7 1/Se r1 7 1三重変異体の Vm ax備 に比べ 顕著に低くな っ て いる ｡ こ の差は､ Cys71残基側鎖
のS H基が ア ツ セ イ溶液中のCo2＋ とメ ル カ プチ ドを形成 したこと による と考えら れる ｡
‾そうである なら
ば､ Arg7 1残基が代替残基で ある可能性が高い ことになる ｡
そこ で ､ Figure4-7で ､ Cys残基を含む変異体に つ い て10FL M Hg2＋存在下 での輸送晴性を測定した ｡
cys70変異を含む変異体の場合 (Figu re 3-3､ Figure 4- 5) とは異な っ て ､ Cys6 7変異を含む変異体で は
Hg2＋が存在すると惰性が.阻害されて いる (Table 4
-9も参照) 0 cys7 1単独変異体お よびcys7 1/Se r1 7 1二
重変異体の輸送活性もやや阻害される傾向にある (Table 4-8､ 4-9) o cys7 0単独変異体がfig2＋存在下で
野生型TetAに近づくように ､ Ala70/Cys7 1二重変異体はIIg2＋存在下ではAla7 0単独変異体 に近づくと期
待されたが ､ 輸送清性の上昇は全く見られず､ 産生 される変異蛋白が正 しい コ ン フ ォ メ - シ ョ ン を推持
して い な い こと を強く支持 して いる ｡ 一 方､ Ala7 0/Cys7 1 /Se r1 7 1三重変異体はこれらの変異体の中で唯
一 Hg2
.存在下 で輸送括性が上昇 して いる ｡ その清性化の程度もcys7 0変異体に匹敵して い る こと (Table
4-9) は最も注目すべ き点で ある ｡ 従 っ て ､ これらの結果より､ 70位Arg残基が中性残基に置換され更に
T br1 7 1残基がSe rに置換 されると ､ 失 われた7 0位の正 電荷 の代わりを7 1位のArg残基が務め て い る可能
性が示唆される｡
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Table4･ S･ 監in etic c o m sta 独立sCo ptctr a cyclime Ⅶptake byin verted m em brane v esicle s･
NA D‡壬-dependent tetra cyclin e uptake for30se e w as m easured in the presen ce of v arious c on centratio ns of
tetracycline andl m M CoC12(-)or1 m M CoC12PlllS10yM HgC12(十). Kin edc c on stants w er e caldated fr o m
n on-1inbe ar regressio n･ Dataindicate av erage ±S･D ･ ･ N ･D･ m ea n sthatpar am eters coul dn otbedete min ed･
MHtatio ns Additionof Hg2＋ Em GEM) Vm ax(n m ol/mg pr otein/min)
Arg67- Cys 21.5± 1.2 27.0 ± 0.5
Arg67- Cys/Thr17 1→ Ser 5.8± 1.9 7.2 ± 0.6
Arg67→ Cys/Arg70→ Ala 11.2± 4.7 3.8± 0.5
Arg67→ Cys/Arg70→ Ala/Thr171→ Ser 18.9士 2.9 10.4 士 0.6
Arg7I- Cys
Arg71→ Cys/T 血171
- i Ser
＋
16.2± 6.1
19.3± 3.4
4.2± 2.4
4 .0± 2.1
3 2.1 ± 5.0
24.2 ± 1.9
6.5± 0.9
3.7± 0.5
Arg70→ Ala/Arg7li Cys
Arg70→ Ala/Arg71
･ ヰ Cys/T hr171→ Ser
N.D . N .D .
＋ N .D .
16.7 ± 1.8
＋ 21.5 ± 3.1
N.D .
3 .8± 0.1
5.5± 0.4
Arg71- Ala 30 3± 3･1 3 0･5 士 1･2
Arg71一 Ala/T hr171- Ser 8･7士 3･5 6･2± 0･6
1 I ■ ■ ■ I I r I I - I ■ I ■ 一 I A ■ I I I I I - L ■ ■ 1 N 一 ■ ● ■ { ● ■ 一 ■ ■ ■ ■ J * 一 - - I - 一 ー ー ー ー 1 - Il l. - - - → - - - - -
一 I II - - - l l - - - - JL - 一 - - - - - - I l - - I . 一 一 I 1 - - - J l l1 - - - - I - 1I I - I 1 - - - I - - - - - 一 ■ ■
- - Jq I J q l d ■ ■ ●
Arg70- Ala/Arg71一 Ala N･D ･ N ･D ･
Arg7 0- Ala/Arg71- Ala/Thr171- Ser 20･8 ± 1 3 2･2± 0･0 5
Tab le 4･ 9･ Effe ct of EgC 12 0 ntetr a CyCline tlptake byin v e rted m e mbra n e v esicle s･
N A D Ⅲ-dependent tetracyclin euptakefor15seew as m eas 町 ed in thepresen ce of 10pM tetracyclin e and 50yM
coc12 With orwi tho ut1 0pM =gC12･ Hg
2＋ -a ctivation represents the ratio of the uptakein thepresen ce of 10
yM HgC12tO the uptakeinits absen ce･
Tetracyclin e uptakeinthe Tetracyclin e tIPtakein the
TetA absen c e of HgC12 PreSe nCe Of H軒l2 Hg2' - acdv adon
(Ⅱm ol/mg protein/15se e) (n m ol/mg protein/15see)
W ad-type
R 67 C
R 67 C/T17 1S
R 70 C
R7 0 C/T1 71S
R 71 C
R7 1 CノT171S
R 67 C/R 70 A
R 67 CノR 70 AノT 171 S
R7 0 A/R 71 C
R7 0 A/R 71 C/T 171 S
2.2
1.9
0.87
0.3 8
0.60
2.7
1.2
2.0
- 0.9
1.6 . 0.8
o
.4 2 0.5
1.2
1.1
2.8
0.81
o
.26 0.27
o.87 0.62
N.D . N .D .
o.12 0.35
3.2
1.8
1.0
0.7
1.0
0.7
2.9
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第7節 Cys変異体 へ の N- エ チ ル マ レイ ミ ドの作用
cys7 0単独変異体の輸送晴性 はN- エ チ)i, マ レイ ミ ド (N E M) により阻害される (Figure 3-5)(344)｡ 本
節で は､ Cys7 0変異の 抑圧変異体および67位､ 7 1位にCys残基を有する変異体の輸送活性 へ の ⅣE M の効
果を検討した ｡ Figure 4-8はcys7 0単独変異体と1 71位変異を含む二 重変異体の輸送活性のN E Mによる 阻
害を示して い る ｡ Cys7 0単独変異体の輸送汚性は2mM のN E M処理 で約9 0%阻害されるが ､ T br1 71残基が
置換された抑圧変異体で はN E M感受性がやや低下する傾向にあ っ た ｡ 特にCys7 0 /Ser1 7 1二 重変異体で顕
著であり, 2mM のN E M処理 で は輸送悟性はおよそ5 0%阻害されて い るに過ぎを い ｡ こ の結果は､ 1 7 1位
の置換が黄白の コ ン フ ォ メ - シ ョ ン変化を引き起こ し､ 7 0位側鎖の配向に影響を与えて い る ことを示唆
して い る ｡ 対照と して ､ Cys1 7 1変異体を用い たが ､ こ の輸送活性はN E M の影響を全く受けなか っ た ｡ こ
の結果は､ cys1 71変異体がHg2＋の 影響を受けない と いう結果 (Figure 4･5) か らも示さ れるように､
1 71位が膜内の 疎水性領域に存在する こと を示して い る ｡ また､ 6 7位 ､ 7 1位にCys残基を有する変異体
につ い て は5mMのN E Mで処理 したときの活性を未処理の 時の晴性と比較し､ グラ フに示した (Figure 4一
一
9) 0 Cys6 7単独変異体 ､ cys7 1単独変異体の 輸送活性 はNE Mによ りほと ん ど影響されな い が ､ Cys6 7
/se r1 7 1二重変 異体 ､ cys7 1 /Ser1 71二 重変異体で はN E M感受性が顕著 に増加して いる ｡ こ の結果も ､
1 71位変異による蛋白の コ ン プ オメ - シ ョ ン変化を支持 しており､ 7 0位側鎖ばかりで なく､ 67位､ 7 1位
の側鎖の 配向性 にも影響を及ぼ して い る ことが示唆さ れる ｡ 一 方 ､ cys6 7 / Ala7 0二重‾変異体 ､ cys6 7
/Ala7 0 /Ser1 7 1三重変異体､ A la7 0/ Cys7 1/Se r1 7 1三重変異体の輸送活性はN E Mの 影響をほとん ど受けて
い ない ｡ これらの共通点はA la7 0変異を含むことであり､ 結果はA la7 0変異そのもの による わずかな構造
変化を反映して い るの かもしれ ない ｡
第8節 考察
本章で は､ 抑圧変異体の系統的な解析を通 してTetA の構造機能連関の解明を目指 した｡ 抑圧変異体を
分離する ための素材と して ､ ル ー プ2-3の保存性残基Arg7 0 のCys変異体を用いた ｡ こ の変異体はテトラ
サイ クリン感受性宿主株に対 して中程度の薬剤耐性 しか与えず､ ま た輸送活性も野生型Te仏 の1 0%程度
で機能的に は完全な蛋白で はな い ｡ こ の変異体を産生 する大腸菌株から野生型 レ ベ ル の テ トラサイクリ
ン耐性 を与える自然復帰変異株を分離 したとこ ろ ､ Cys7 0変異を保持しながら ､
.
第6膜貫通領域中央の
T br17 1残基がSer1 7 1に置換される抑圧変異体を分離する ことが できた ｡ 推定二 次構造 (Figure 3) か ら
判断して ､ 7 0位と1 7 1位とが立体構造上近傍に位置する可能性は低し1と思わ れたo 部位狩異的に1 71位
残基を置換した結果 ､ 1 7 1位の ア ミノ 酸残基はT brよりも小さな側鎖をもつ ことが機能抑圧 に必要な条件
で ある ことが分か っ た (Table 4-2､ Fig｡re4-3) ｡ また ､ ser1 71変異はCys70変異ばかりで なく､ 第2章
で作成された他の7 0位変異 (Lys､ Ala､ Ser､ Asp､ Le u､ Trp) に対しても - 棟の 耐性 レベ ル上昇効果を
示 した (Table 4-4) ｡ とこ ろが ､ 輸送活性を測定すると ､ ser1 7 1変異が清性上昇効果を示すの は､ 7 0位
がArg(野生型) ある い はLys以外の 場創 こ限られて い た (Table 4-3) ｡ 更に､ Hg2
＋存在下で はcys7 0単
独変異体とcys7 0/ Ser1 71二 重変異体の 輸送活性はほとん ど変わらなか っ た (Table 4
-5) o 以上の結果
は､ ser171変異は7 0位を正電荷をもた な い 側鎖が 占める ときにの み機能的な抑圧 効果を発揮する ことを
示し､ 7 0位が正荷電側鎖をも つ ときは1 71位の ア ミノ 酸残基に依らず､ それが依然機能して いる ことを
示唆して い る｡
7 0位と1 7 1位とが立体構造上 近傍に か ､ こと ､ se r1 7 1変異が70笹の アミ ノ酸残基に依らず 一 棟の抑圧
効果 をも つ こと､ 7 0位変異の 抑圧が1 7 1位の側鎖容積に依存するこ とから ､ 抑圧変異体にお い て は1 71
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位の側鎖容積の減少により蛋白の コ ンフ ォメ - シ ョ ン変化が誘起され､ 蛋白構造中を伝わっ て7 0位近傍
に到逢する ことが考えら れた ｡ こ の こ と は､ 1 7 1位単独変異体による テ トラサイクリ ン輸送の 速度静的
定数の大きな変化 (Table 4-3) によ っ ても支持される ｡ 1 71位が単独に置換され ても (Tyr置換でも) 悟
性の 消失が ない こと はT br1 7 1残基が輸送機能に直凄関与する必須残基で はない ことを示して い る ｡ 従 っ
て ､ 速度静的定数の 変化は基質輸送の 素反応が置換により乱 された蘇果と考えられる ｡ 更に､ Ser1 7 1変
異がCys7 0変異体のN E M感受性を低下させ ､ cys6 7変異体およびcys7 1変異体の感受性を上昇させる こと
も蛋白の コ ン フ ォ メ - シ ョ ン変化が 生 じて いる こ とを示唆して い る . 1 7 1位残基の置換の結果としてこ
の よう なコ ン フ ォ メ - シ ョ ン変イヒが起こるため には､ 1 7 1位は膜貴通領域が接する側面に位置 しなけれ
ぼならない ことが考えられ る o 第8膜貫通領域に存在するflis2 5 7残基のCys変異体の輸送悟性がHg2＋感
受性である(346) のとは対照的にCys1 7 1変異体の活性はⅡg2＋非感受性であり (Figure 4-5) ､ 更にSH修飾
試薬に対 しても非感受性で あっ た こと (Fignre4-8) は ､ 17 1位側鎖が膜貴通領域の疎水的な側面に位置
して い る ことを支持 して い る ｡ そ れ故､ 1 7 1位残基が ヘ リ ッ クス 間相互作用に重要である ことが示唆さ
れる ｡ -
Ser1 7 1変異による7 0位変異の抑圧のメ カ ニ ズム に関 して ､ 70位近傍の正荷電側鎖が機能を代替する可
能性を考えた ｡ その候補と してArg6 7残基あるい はArg7 1残基が考えられたの で ､ こ れらの変異の効果を
検討した ｡ 種々 の変異体の中で ､ Ala7 0 /Cys71 /Se r1 7 1三重変異体が最も注目すべ きもの であ っ た ｡ こ の
変異体の み輸送活性 がEg2＋により約3倍活性化さ れ ､ そ の 程度 はcys7 0単独変異体た匹敵するもの で
あ っ た (Table 4･9) 0 Cys71単独変異体 ､ cys7 1/Ser1 7 1二 重変異体など他の変異体の輸送活性がHg2＋に
よる晴性化を受けな い ことを考慮すると ､ 7 0位残基が中性に置換され､ 更に1 71位残基がT hrよりも小さ
くなると ､ 失われたArg7 0残基の 代わり にArg7 1残基が機能して い る こ とが示唆さ れる ｡ A la7 0 /Ala7 1
/Se r1 7 1 三重変異体もまた括性を有するが ､ 上記 の可 能性から いうと､ こ れには桟離する正荷電側鎖が
71位にない o しか し､ A l早7 0単独変異体も7 0位に正荷電側鎖が なくても輸送磯能を保持 して い る ｡ 従 っ
て ､ こ の領域の正電荷は必ずしも機能に必須で はな い が､ 蛋白の代謝回転を上げ､ 基質輸送の効率を上
昇させる上で重要であると考えられる｡
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第5章 Arg7 0残基周辺の 電荷
一 電荷相互作用に関する解析
第1節 はじめ に
第2章､ 第3章､ 第4章にお い て ､ Arg70残基の 正 電荷が機能に重要な役割を担っ て い る こ とを述べ
た(279,344,347)｡ Te仏 の基質は正味 1価カチオ ンの テトラサ イクリン 2価カチオン キレ ー ト体である(5) の
で ､ Arg7 0残基の 正電荷が直接基質と相互作用する可能性 は低 い と考えられる ｡ 第2章でArg7 0残基が存
在する細胞質側の ル ー プ2- 3は基質輸送経路の 入り 口の ゲ ー ト と して機能して い るヱ とが推察さ れた
(49,2312 3327 9)｡ ゲ ー トは恐ら く出口となる ペ リプラズ ム側 にも存在し､ 両者の交互の 開閉が厳密に守ら
れる こと により､ プ ロ トン輸送と共役 した基質輸送 が厳密に行われて い るで あろう｡ この 際 ､ 膜貫通領
域の動的変化と協調 して ､ ル ー プ領域もまた動的変化を遂げると考えら れる . そ こで ､ ゲ
ー トの 開閉と
して捉えら れるル ー プ領域の 動的変化に ､ ル ー プ領域 に存在する蔑つか の荷電アミノ酸残基間の 相互作
用の変化が関与 して い る可能性 を考えた ｡
第2章で ､ Arg7 0残基の 正電荷とAsp6 6残基の負電荷との 間の塩櫛形成の可能性を検討した o 両者を同
時に中性残基に置換 した二 重変異体や荷電を逆転した 二重変異体を構築したが ､ いずれもテ トラサイク
リ ン耐性を与える ことが できず､ 蛋白構造安定化の ための永続的な塩席形成の可 能性は否定されたo こ
の結果はむしろ ､ Asp66残基の負電荷が基質との相互作用部位であると いう考え(49-231-23 3)を支持 し､ 負
電荷が厳密に6 6位に存在 しなけれぼなら ない ことを示 して い る ｡ また ､ Asp6 6残基の負電荷は消失する
と蛋白は完全に失格するの で必須 である と言えるが ､ Arg7 0残基の 正電荷は消失 しても活性は著 しく低
下するが残存するの で 必ずしも必須で はない(279,34 4)｡ そ れ故､ Arg70残基の 正電荷は直接基質輸送機能
に関与 して い るの で はなく､ 輸送効率､ 代謝回範を上昇させ るの に必要で ある と結論さ れた o Arg7 0残
基が ､ あ る負荷電残基と 相互作用 して ゲ ー トの 開閉に寄与して いる な らば､ Arg7 0残基の正 電荷の消失
による活性低下 は､ 対になる負電荷の 露出が輸送反応を部分 馴こ阻害して いる結果かもしれ か
､
｡
当研究室ではTe仏(B)の 親水性領域 に存在する ､ 保存性の高い負荷電残基の部位特異的変異導入解析が
すで に行われて いる(3 4 8)｡ その結 果､ 横能に必須な もの はAsp6 6残基の み であ っ たが､ それ に次 いで重
要な残基と してAsp1 2 0残基が見い だされて いる o こ の残基は推定二 次構造 (Figure 3) にお
い て第4院
貴通領域 と第5膜貴通領域 とを結ぶ細胞質側 の ル ー プ4-5領域の第 1番目に存在し､ ル
ー プ2-3 の Arg7 0
残基と立体構造上 近傍に位置する可能性が高い ｡ そ こ で ､ 本章で は､ Asp1 20残基をArg7 0殊基と相互作
用する可 静隆の ある残基の ひと つ と
-
Lて着日 し､ 部位特異的変異導入による解析を行っ た o
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第2節 Arg7 0
q-＋A la/ Asp1 20･ - As n二重変異体の性質
Arg7 0残基がAsp1 2 0残基と ル
ー プ間相互作用を形成する可 能性を検討するため ､ Arg7 0- ナAla/ Asp12 0
→ Asn 二重変異体を構築した｡ Asp1 2 0- Asn変異プラス ミ ド (pcT D 1 2 0 NおよびpL G D 1 2 0 N) は当研究室
におい て作成されたもの を用い た(348)｡ 二重変異体を発現する ロ ー コ ピ ー プラスミ ドはFignre5-iに示す
ように構築し､ 大腸菌w 3 1 04株を形質転換するの に用い た ｡ 変異蛋白が正常に膜に発現する ことを確認
し (data notsho w n) ､ 薬剤耐性 レ ベ ル を測定した (Table 5-1) 0
Table 5･ 1･ Tetr a cycline r e si ta nce le v els of E･ c olt W 3 10 4c eus ha rbo ring the Arg70
/Asp1 20 s ubstittltio npla s mids･
plasmi d TetA Ⅶ Coftetracyclin e(〃g/ml)
Non e
pL G T2
pL G R 70 A
PL G D 120 N
pL G R フO A/D120 N
No ne 0.8
W ild-ty pe 200
Arg70一 Ala 12･5
Asp120- Asn 25
Arg70一 Ala/ Asp120- As n 50
Ala7 0単独変異体 ､ As n1 2 0単独変異体の テ トラサ イクリ ン耐性 レ ベ ル に比較 して ､ Ala7 0/ Asn1 2 0二
重変異体の 耐性 レ ベ ル はわずか で はあるが明らか に上昇して おり ､ 単独の置換で 露出された 電荷が両者
を置換 して 正味中性にすると蛋 白が安定化さ れる か ､ 機能面で の回復が趣こ っ て い る こと が示唆され
る o そ こで ､ 次に反転膜小胞を調製し､ テトラサイクリ ン輸 謝舌性を測定した (Figu res
-2) ｡ 通常の規
定条件で ､ Ala7 0単独変異体の 輸送悟性は著しく低下 して い るが ､ As n1 2 0単独変異体は野生塾に匹敵す
る清性を保持 して い た ｡ しか し, Table 5-2に示した輸送の速度静的定数を見ると ､ 両者は同等のVm a三倍
をもち ､ Asp1 2 0残基の単独置換も著 しく機能を低下 させる ことがわかる ｡ Figure 5
-2 の Asn1 2 0単独変異
体の結果はむ しろKm億の大きな低下のた めと考えられる .
一 方､ Figure 5-2より､ A la7 0/ As n1 2 0二重変
異体の 輸送括性はA la7 0単独変 異体に比べ て 明らかに回復 して い る ことがわかる Q これ は速度静的定数
にも顕著に現れ ､ 有意にVm a 五億が上昇して いる (Table 5-2) ｡ 従 っ て ､ 以上の結果よりArg7 0残基と
Asp1 2 0残基との 間で の相互作用が示唆される｡
Tab le 5･ 2. E in etic c o n sta ntsfo rtetra cyclin e uptakebyin v e rted m e mbr
a n e v e sicle s･
N A D H-dependent tetracyclin e uptakefor3 0s ee w as m e asured in the pres
ence of v ario u s co nce trations Qf
tetr acycline and 1m M CoClっ･ T hekinetic c o ns血 ts w ere Cal
culated fro m n o n-1ie ar regressio n･
Mutati. ns Km(〃M) Vm ax(n m oljmg protein/ min)
No ne(W ad-ty pe)
Arg7 0. Ala
Asp120→ Asn
Arg70
1 - Ala/ Asp120. As n
24.8 ± 7.3
22.7 ± 3.1
4.0 ± 1.9
2 1.5 ±3. 4
43.1 ± 4.8
4.4 ± 0.3
4.3 ± 0.4
5.9± 0.3
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第3節 Arg70- - Cys/ Asp120 - Cys二重変異体の性質
Arg7 0残基とAsp12 0残基が相互作用 して い るな らば立体構造上両者は互 い に近傍 に位置するこ とが予
想される ｡ こ の ことを証明するため ､ 両者の 間での架橋形成の可能性を検討する ことに した｡ N,N
'
- ジ シ
ク ロ ヘ キ シル カル ポジイミ ド (D C C D) はカル ポキシ ル基 とアミノ基との 間で0Åの架橋､ すなわちアミ
ド結合形成 を促すの で ､ 極近傍 に存在する正負両荷 電アミノ酸残基を末席するの に非常に有用である ｡
しか し､ D C C Dは､ 架橋形成反応の 際最初に カ ル ポキ シル 基と反応するの であるが ､ - C O O･ で は なく､
-c o oⅡにの み反応 するの で ､ 親水性領域 に存在する カ ル ポキシ ル基とは反応 しな い ことが予想される ｡
D C CDは単にカル ポキシ ル基修飾試薬と しても用い られ ､ FoFl-A T Pa se阻害剤として よく知られて い る ｡
大腸菌FoFl-A T Paseに対 してD CC Dはその膜内在性の cサ ブ ユ ニ ッ トのG ln6 1残基に結合 しH＋輸送を阻害す
る ことが分か っ て い る(3 4 9.3 50)0 Glu6 1残基はH＋輸送に直凄関与する残基であり､ H＋の結合 ､ 解離を伴う
が ､ cサ ブ ユ ニ ッ トはFoFl･ AT Pasel分子中10分子前後存在 し､ その 内の 大部分のG lu61残基は朕内の 疎
水性領域に画して い ると認識 されて い る(3 32)｡ これ に反し､ TetA(B)はD C C Dを作用させて もテトラサイ
クリ ン輸送は阻害されず､ D C CDを結合しない と考えられる(3 51)｡ こ の結果から､ Te仏 の膜貴通領域に存
在する 3 つ の Asp残基は朕貴通領域の 親水性側面に位置 して い る ことが示唆される とともに､ 野生塾蛋白
にお い てDCC Dを用い てArg7 0残基とAsp12 0残基との 間で 架橋を形成させ る こと は困難と思われる o そ
こで ､ 架橋試薬と して 二価性s H修飾試薬を用 いる こ と を考慮 した｡ その ためには､ 両残基をcysに置換
した二重変異体を構築する必要 がある ｡ Cys7 0変異体 は第3章で構築したの で ､ 本章で はCys1 2 0変異体
およびcys70 /Cys1 2 0 二重変異体を構築した ｡ cys1 2 0変異の導入は ､ Table 5-3に示した合成オリ ゴヌ ク
レオチ ドを用い ､ pER 2 のs sD N Aを鋳型としてK unkel法により行っ たo
Table S-3･ M Ⅶtage nic pr l m e ru s ed fo rthe Asp1 2 0- Cys mutatio n･
Asterisk(*)and underlin eindicate misⅡ姐tChes anda n e w restriction site,r e spectively
prim er Nu cleo也de sequ en ce Codo n change A 血 n o acidstlbstitution
D 120 C
★ ★ ☆ ★
5I _ C G G T C A T T G C A T G C A C C A C C T C A G- 3
T
Sph I
O AT - T G C Asp120. Cys
変異プラス ミ ドはFigure 5-1に示 したように作成 し､ 大腸菌w 31 0 4を形質範換するの に用い た ｡ 各変
異蛋白は野生型と同程度産生 されて い た (data not sho wn) ｡ 変異体を産生する大腸菌の薬剤耐性レ ベ ル
をTable 5-4に示 した o
Tab le 5･ 4･ Tetr a cyclin e r e si ta n c ele v els of E･ c olt W 310 4c ells ha rbo ring th
e
･ Arg70
/Asp1 20s ubstittltio npla s mids･
plasmi d TetA M 【Coftetr acyclin eGig/ mi)
No ne
pL G T2
pL GR70 C
PL G D 120 C
pL G R 70 C/D 1 20 C
Non e 0.8
w ild-ty pe 200
Arg70- Cys 12･5
Asp120- Cys 3I1
血g70- Cys/ Asp120
- 一 Cys 4･7
Asn1 2 0変異体とは異なり ､ cys1 2 0変異体の 薬剤耐性 レ ベ)I,峠著 しく低下 して い たo また ､ Cys7 0
/cys1 20二 重変異体の耐性レ ベ ルも低く､ cys70変異体か ら見た場合､ 回復して いる とは言えな い o これ
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は前節に述べ たAla7 0 / Asn1 2 0二重変異体とは異な っ て い る ｡ ただ ､ M ICは正菌体で測定するため ､ 様々
な要素の複合 として 決まる もの であ るの で ､ 必ずしもTetA の排 出悟性の みを反映 して い るとは限らな
い o そ こで次に ､ 反転膜小胞で の テ トラサイクリ ン輸送活性を測定した (Figure5-3A) o cys12 0変異体
は薬剤耐性 レベ ルが ほぼ感受性蘭 レベ ル であるの にもか かわらず､ Asn120変異体と同程度の輸送清性を
示した ｡ M IC の低下 は変異蛋白の 産生 が稽主菌 にと っ て 致死的であることが考えら れる｡
一 方､ cys70
/cys12 0二重変異体もまたM ICとは対照的に高い 輸送活性を示し､ cys7 0単独変異体と比 べ 著しく､ また
cys1 2 0単独変異体と比べ て も上昇して い た ｡ Table 5-5に速度静的定数を示したが ､ 二重変異体のVm a x
値は顕著にそれぞれの単独変異体のVm ax催よりも上昇して い る ことが分かる o こ れは本質的にTable 5-2
の結果と 一 致し､ Arg7 0残基とAsp1 2 0残基との 間で の相互作用を示唆して い ると考えられる ｡
Tab le 5･ 5. E in etic c o n sta ntsfor tetra cyclin etAPtakebyin v e rted m e mbr a n e v esicles･
N AD H-depende nt tetracyclin e uptake for3 0s ee w as m e astued in the presence of vario us c on centra也o ns of
tetracyclin e and 1m M CoC12. T hekineticco n stants w ere calculatedfro m n on-li ear regression･
Mutation s K m GEM) Vm ax(m n ol/mg protein/ min)
No neWild-ty pe)
Arg70→ Cys
Asp120→ Cys
Arg70 → CysノAsp120→ Cys
24.8± 7.3
26.6± 5.7
8.8± 3.3
24.7± 4.2
43.1± 4.8
1 0.7 ± 0.8
6.0± 0.6
13.8土 0.9
cys7 0単独変異体が
,]別封ヒされる ､ 1 0pM Eg2＋存在下 で輸送活性を測定したところ ､ Cys1 2 0単独変異
体の輸送活性はおよそ2/3に低下 した (Figur e5- 3B) ｡ こ の 結果は1 2 0位のメ ルカ プチ ドが輸送活性を阻
害する こと を示し､ 7 0位のArg残基の 正 電荷との 間で の電気的な反 発が生 じて い るの かも しれ な い ｡ 同
じ条件で ､ Cys7 0/Cys1 2 0二 重変異体の輸送活性はお よそ1 /6にまで低下 して い た ｡ こ の結果も､ 2 つ の
部位で の メ ルカ プチ ドが電気的な反発を起こ して い る こ とを示唆して い るが ､ Eg2
＋による悟性阻害の程
度がcys1 2 0単独変異体よりも大きく ､ ひとつ のHg2
＋が 2 つ のSfI基に結合して架橋 (- s-Hg-S-) が形成さ
れ､ 蛋白の代謝回範 を大きく低下させ て い る可 能性も考えられる ｡
次に､ これら3種のCys変異体の輸送活性 へ の N エ チ ル マ レイミ ド(N E M) の効果を検討した (Figu re
5･4) 0 Cys7 0単独変異体の輸 送活性は最大9 0% 阻害されるが ､ それには2mM のN E Mを要する o Cys1 20
単独変異体 は0.5m M で約3 0%特性が阻害され､ それ以上 の濃度の N E M で処理 しても阻害の程度に大きな
変化は ない . それ故､ 1 2 0位 のSH基 はN E Mとの反 応性が70位のS H基よりも高 い と言える ｡
一 方 ､
cys7 0 /Cys1 2 0二 重変異体は最大阻害か約8 5%とcys7 0単独変異体と同じ程度であるが､ 0･5mM のN E M処
理ですで にその レ ベ)I,に到達 して い る o 従 っ て ､ 二 重変異体に対して は ､ それぞれの単独変異体 へ の効
果が相加的に現れて いる と言える ｡
以上 は作成され た変異体の性質であるが ､ 幾 つ かの結果から ､ Arg7 0残基とAsp1 20残基とが互 い に近
傍にある こ とが示 唆された . こ こ で ､ 2残基間で架僑 を形成させると いう本来の 目的 に入る ｡ 2個性s H
修飾試薬として 3種の フ ェ ニ レ ン ビス マ レイ ミ ド(N,N
'
-1
,
21フ ェ ニ レ ン ビス マ レイ ミ ド､ N,N
'll,3- フ ユ ニ
レ ン ビス マ レイミ ド､ N,N
,
ll,4- フ ェ ニ レ ン ビス マ レイ ミ ド) を用 いた o こ れらで 2 つ のS H基が架帝され
た場合 ､ そ の間の 距離はそれぞれ5.5･､ 8 .8､ 9.9Åと見積もられる ｡ Cys70/Cys12 0二 重変異体をo
- 5m M
の各試薬で室温3 0分間処理 した後､ SD S-P A GEを行 い蛋白を分離し､ イム ノブロ ッテイ ン グ によりTe仏
の検出を行 っ た ｡ 架橋形成が起 こ っ て い るならばわずか でも蛋白の移動度が変化 して い る こ とが予想さ
れたが ､ 顕著な変化 は見られず ､ こ の 方法での架橋形成の検出には限界があると判断した ｡ 現段階で は
こ こまで しか解析が進んでお らず､ 今後の 検討を要する｡
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第4節 考察
本章 で は､ 画筆まで に明らかにさ れたル ー プ2-3領域のArg70残基の正電荷が重要で あると い う結論
(279,34屯347)を受け､ Arg70残基が立 体構造上近傍の負電荷と相互 作周し､ 細胞質側の ゲ ー トの 開閉に寄
与して いる 可能性を挙げ､ 検討 した｡ 当研究室 の 以前の研究より ､ )i, - プ4-5に存在するAsp1 2 0残基の
負電荷はル ー プ2-3のAsp6 6残基に次 い で機能に重要 である ことが分か っ て い た(348)｡ 更に､ 推定二次構
造中､ Arg7 0残基が第3膜貫通領域の直前に存在 し､ Asp1 2 0残基が第4朕貴通領域の 直後にあり､ 莫際
の立体構造にお い て も極近傍に位置する可能性が最も高 い と思われ､ Arg7 0残基と相互作用する残基の
第 一 候補と した｡
一 役に､ 正荷電残基と負荷電残基とがイ オン対を形成 して い るとき､ そのうちの いずれか 一 方を中性
残基に置換 したときには悟性が 消失するが ､ 両方を 同時に中性残基に置換 したときには活性が保持され
る傾向がある(26 3･2 69)｡ 従 っ て ､ Arg7 0残基とAsp1 2 0残基の両方を中性残基に置換 したときの 活性がそ
れぞ れの単独変異体の括性よりも上昇 して い る なら ば､ こ れら2残基間で何らかの相互作用があると期
待される ｡
そ こで ､ Ala7 0 /As n1 2 0二 重変異体を構築し､ その性質をそれぞれの単独変異体の性質と比較した ｡ そ
の結果､ 二 重変異体の テ トラサイクリ ン輸送惰性 (v m a x催) は明らかに単独変異体よりも上昇して いる
ことが見い だされた o 単独変異体はいずれもわずか で はあるが輸送活性を保持しており､ 必 ずしも機能
に必須で はな い が ､ 単独置換によ っ て孤立した電荷 は基質輸送過程の素反応を著 しく傷害して い ると考
えられる ｡ こ の ことは､ 二重置換で孤立した電荷を消失させた場合に明 らかに清性が回復 したこ とから
裏付けられる . Figu re 5-5にはArg70残基とAsp1 2 0残基の役割に関する現時点で の作業仮説が示されて
い る ｡ ル ー プ2-3とル ー プ4-5の ル ー プ間相互作用には この 2残基の 他にル
ー プ2-3 の Asp6 6残基とル
ー プ
415のArg1 2 7残基を加えて い
.
る o Asp6 6残基は前述の よう に必須残基であり(49)､ 正味1価カチオ ンの基
質が相互作用する部位と考えられて い る(2 31-2 33)0 Arg1 2 7残基は､ 当研究室のTe仏の保存性Arg残基の 解
析により機能に重要である こ とが見い だされて いる残基で ある(345)｡ こ のモ デル にお いて ､ 基質が存在
して い ない ときは､ Asp6 6残基とArg7 0残基が ､ またAsp1 2 0残基とArg1 2 7残基が ル
ー プ内で相互作用
し､ その結果細胞質側ゲ ー トが閉じた状態にある ｡ 基質がAsp6 6残基の負電荷と相互作用すると､ Asp6 6
残基とArg7 0残基の相互 作用が切断され､ そ の結果､ Arg7 0残基はAsp120残基と相互作用 しようと し､
Asp1 2 0残基とArg1 2 7残基の相互作用が切断され ､ ゲ
ー トが開くo こ の初期相互作用にお い てArg12 7残
基の 正電荷が この モ デル の中で 孤立するが ､ 別の負荷電残基や水素結合能を有する アミノ 酸残基 により
安定化され ると してもよ い o 細胞質側ゲ ー トが開く と ､ 基質は院内の結合部位に移る こと になる o こ の
とき､ Asp6 6残基の負電荷が基質を放すの で ､ Arg7 0残基との相互作用が再び形成さ れ, またArg1 27残
基の 正電荷も再びAsp1 2 0残基 と相互作用し､ もとの状態に戻る こ とになるo Asp6 6残基とAr等7 0残基は
ル ー プ213に存在する保存性配列モ チ ー フを構成する残基であり､ 種々 の二次性能動輸送体に保存されて
い ることは第2章で述べ た o 更 に､ こ こに示したAsp1 2 0残基とArg1 27残基もFigu re5-6に示すように二
次性能動輸送体 に広く保存される残基である こと は注目 に催する(44)o この ことは ､ Figure 5
-5 のモ デル
が 一 般性をもっ て 二 次性能動輸送体に受け入れ られうる可能性を示唆して い るo
Arg7 0残基とAsp1 2 0残基 とが本 当に近く に存在 すると いう直接的 な証拠を得る た め に､ Cys7 0
/ cys1 2 0二 重変異体を構築した ｡ こ の 変異体もそれぞれの単独変異体に比べ活性回復が見られ ､ 両者が
近傍にある こ とを支持 して い る ｡ 3種の フ ェ ニ レ ン ビス マ レイミ ドを用 い て架橋形成の可 能性 につ い て
検討 したが ､ 結果はそ れを裏付ける には 至らなか っ た ｡ 今回は架橋形成の 判定が可 能と思い ､ in也ctの
Te仏 を使用したが ､ 実際こ れで はsD S- PAGEやイ ムノ ブロ ッ テイ ン グで判定がつ かなか っ た｡ それ故 ､
今後は2分割発現系､ 具体的に は､ ペ リ プラズム 側の ル ー プ3-4 に相当すると ころ でtet4遺伝子 を切断
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し､ N未側 3本 ､ C末側9本の 膜貴通領域を含むペ プチ ド断片を発現させる系を用 いる予定である ｡ 分
封された蛋白は明らか にinta ctの Te仏 とは異なるとこ ろ に泳動される の で ､ 架橋形成が起 こればinta ctの
TetAに近い泳動度の と ころ に検出される ことが期待される｡
最近､ ラクト - ス 輸送体 にお い て ､ Cys二 重変異体をビ レン マ レイ ミドで標識し､ その 蛍光を郷党する
ことで2残基が近傍にある ことが証明された(3 06･35 2)｡ これは､ 2 つ の ビレ ン環が平面どうしで重複する
と､ e xcim erを形成し､ 通常の 蛍光波長よりも長波長側に独特 の ピ ー クを形成する こ とにより判別され
る ｡ こ の方法も近傍に存在 する こ との ひと つ の証明法 と して ､ これ には精製蛋白が 必要 であるが ､
cys70 /Cys1 20二 重変異体にも応用し か ヰ 段である .
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第6章 膜貴通領域必須酸性残基Asp2 85 のAsn変異体の 抑圧変異体の 解析
第1節 はじめ に
TetAは ､ 正味1価カチオ ン の テトラサイク リ ンと2価カチオ ン との キ レ ー ト体とE ＋とをアンチポ ー ト
する(5) の で､ 蛋白の負荷電残基が 基質お よび共役イ オ ン の認識 ､ 肴合に重要 である と考えら れる ｡
Te仏(B)の膜貴通領域 には3 つ の酸性残基､ 第1膜貴通領域のAsp1 5残基 ､ 第3膜貴通領域のAsp8 4残
塞, 第9膜貴通領域のAsp2 8 5残基が存在する (Figu re3)(35)｡ これらはい ずれもグラ ム慢性細菌由来の
Te仏 (クラス A - E､ G ､ H) に保存され(164)､ 重要性が示唆された ｡ 当研究室で はすで にこれ らの残
基の 部位特異的変異導入解析が行われて い る(51). その結果､ Asp1 5残基とAsp84残基はG ln､ Asn､ Lys置
換で高い テ トラサイクリ ン耐性 レ ベ ル を維持して い るが ､ Gln置換での み高い 輸送悟性を保持して いる こ
とか ら､ こ れらの 部位の カ ル ポキシ ル 基は機能に必須で はない が ､ 基質輸送 に重要 である と結論 され
た ｡ Asp1 5残基の重要性はM cM ur ryらによ っ て も確認されて いる(353)o また､ Asp1 5残基とAsp8 4残基を
同時にAs nに置換するとテ トラサイクリ ン耐性を全く与えなくなる(354) ので､ これら2 つ の部位につ い て
は少なくと もい ずれか 一 方に カ ル ポキシ ル基が必要であると言える ｡
一 方､ Asp28 5残基 はGlu置換でも
わずか な輸送活性 しか示さ ず､ As n置換で はテ トラサ イ クリ ン耐性も全く与える ことが できない ｡ 従 っ
て ､ 2 8 5位の アミノ 酸残基 はAspで ある ことが機能 に必須 である と言え ､ Asp2 8 5残基 は基質だ けで な
く, H＋ の輸送にも関与 して いると推察された(51)0
本章で は､ Asp2 85残基の 役書陀 更に詳細に解明する ことを目的として ､ Asp2 8 5残基の Asn変異体をも
と にテト ラサイクリ ン耐性を回復する抑圧 変異体を分離 し､ 2 8 5位と機能的､ 構造的に連関する アミノ
酸残基の検索を行っ た ｡
第2節 Asp2 8 5- Asn変異体からのテ トラサイクリ ン耐性回復抑圧変異体の分離
As n2 8 5変異体をコ ー ドする ロ ー コ ピ ー プラス ミ ドpL G D 2 8 5 N(51)を保持する大腸菌w 3 1 04株 はテトラ
サイクリ ン耐性を全く示さず､ M ICは宿主株と同じo.8 〃g/mlである ○ こ の変異株か ら耐性を回復する自
然復帰変異株を得る ため ､ その培養液約1.5 mlを1 00pl程度に濃縮 し､ その全量を5 0jL g/mlの テ トラサ
イク リン を含むy T寒天平板に塗布し/3 7℃ で培養 した ｡ 2 日後1 0個の コ ロ ニ ー が得られたの で ､ そ の
薬剤耐性 レ ベ ル を測定した と こ ろ ､ いずれも野生型TetAを産生する大腸菌株と同じ耐性 レベ )Y､ M ICで
20 0〃g/mlを示 した o それぞ れの復帰変異株よりプラス ミ ドD N Aを単離し､ 改
めて大腸菌w 3 10 4株を形
質転換 して も野生塾 レベ ル の耐性 を示 したの で ､ 耐性獲得の原 因は大腸菌染色体上 にで はなく∴プラス
ミ ド上 にあると判断した｡
変異部位を含む領域を限定するた め ､ 復帰変異株より単離された プラスミ ド (pL G D285N B-1) か ら
2 8 5位を含むC末側半分 (β領域) をコ ー ドする･EcoRr-Ba mHI切断断片を野生型TetAを コ
ー ドするpL G T 2
の対応する領域と交換 した プラス ミ ド (pLGβr ev) を作成 した ｡ W3 1 0 4/pL Gβr ev株もpL G D 2 85 N B
-1と
同 じ 野生 型 レ ベ ル の 耐 性 を 示 した の で ､ 変異 部位は β領域 に含 まれ る と判 断 した o そ こ で ､
pL G D 2 8 5 N B-1から調製されたEc oRI- Ba mE I切断断片をマ ルチ コ ピ
ー プラス ミ ドpu c l 1 8に挿入 した プラス
ミ ド (pu c D 2 8 5 N B- 1) を作成 し､ β領域 を コ
ー ドする領域の塩基配列を決定したと ころ ､ Asn2 8 5変異
は保持したまま､ Ala2 2 0残基に対応する コ ドンG C GがG A Gに置換さ れて おり, その結果Glu置換が生 じ
ー 80 -
て い た｡ こ の結果は負電荷の 消失が新たな負電荷の 導入により耐性回復が起こ っ た ことを示 して い る ｡
22 0位は推定二 次構造上 (Figure3) ､ 第7膜貴通領域の ほぼ中央に位置し､ 第9膜貫通領域の2 8 5位と
膜表面か らの距離はほぼ同 じである ことが推定される ｡ こ の こ とから ､ 2 8 5位側鎖と2 20位側鎖とが立体
棒道上近傍に位置 して い る こ とが示唆される ｡
第3節 Asp2 8 5- - As n変異抑圧 に対する220位残基の 要求性
Asn2 8 5変異体の抑圧変異体はA la2 2 0- す Glu変異を新た にもち､ 新たな負 電荷が導入されてい た . 本節
ではAs n2 8 5変異を抑圧する には負電荷を有する カ ルポキ シ ル基が必要なのか どうか を明らか にするた
め ､ Ala2 2 0残基 をG ln､ Asp､ G ln､ Lys に置換し､ Asn2 8 5変異と観み合わせ ､ テ トラサイクリ ン 耐性が
回復するか どうか検討 した｡ また ､ 2 2 0位の単独変異体も構築した ｡ 変異導入にはTable 6-1に示す合成
オリゴ ヌク レオチ ドを用い た ｡ GluおよびAsp置換は､ pL G D 2 85 NのEc oRI-BamfI滑 断断片をマ ルチ コ ピ
ー
プラス ミ ドpu c l 1 8に挿入 した プ ラス ミ ド (pu c D 2 8 5 N) を鋳型と して用い ､ Eckstein法に従い 行 っ た ｡
Glnお よびLys置換は ､ pL G D 2 8 5 N のEcoR V-Ba mHI切断断片 を マ ルチ コ ピ
ー プラス ミ ドpu c 18RVに挿入
したプラス ミ ド (pR V B H D 28 5 N) を鋳型として用い ､ Kunkel法により行 っ た ｡ As n2 8 5変異を含む二重変
異体はそ れぞれの 変異プラス ミ ドからEc oRトBa mEI切断断片を調製し､ pLGT 2 の対応する領域と交換 し構
築した｡ 2 2 0位の単独変異プラ ス ミ ドは､ それぞ れの変異プラス ミドから調製したEcoR トBg]Ⅰ切断断片と
野生塾tetA遺伝子をもつpC T l 18 3か ら調製 したBg]Ⅰ-Bam H I切断断片とをpL G T 2 のEcoRI-Ba mfIIベ クタ ー 断
片に組み込み構築した (Figu re6-1) 0
Tablc占･ 1･ M tltage nic prl m e rS u s ed fo rthe A la之2 0m tltatio n s･
Asterisks(*) and u nderlin esindicate mis m atches and ne w restriction sites, r e spe cdv e.1y･ NtlCleotide s eqtlen CeS Of
prim ers c orrespo ndto the c o mple m entarysequ en ce of 也etelAge n e･
p rim er Nu cleodde sequ en c es･ Codon change A min o acidstlbsit
udon
A 220 E R
A 220 D R
A 220QR
A2 2 0E R
★ ★ ★
5 I - G G C C T A T⊆臣⊆⊆里⊆C T C TG 且A 礼乱A T- 3
I
Pv tl= I
★ ★ ★ ★
5
I
- G G C C T 且T島 越 旺払T C T G A A A A A T- 3
-
Pvu= =
★ ★ ★ ★
5- _ CC T A T C A G C T G C T G T G A A A A A- 3
-
Pv u= I
☆ ★ ☆ ★
5I - C C T A T⊆ 巡 望⊆CTT T G A A A A A- 3
I
P17 ロ= I
G C G→ G A G Ala220- Glu
GCG - G A T Ala220一 斗 Asp
G C G→ C A G Ala2 20- Gln
GC G- A A G Ala之20 → Lys
構築した変異プラス ミ ドで大腸菌w31 0 4株を形質転換 し､ 薬剤耐性レ ベ ル を測定した (Table6
-2)
また､ 変異蛋白はい ずれも野生塾TetAと同程度産生 されて いる ことを確認した (data notsho w n) o
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Km
tetR
BollI
Ec oRV
Ec oRl＋ Da m
EtoRI
y
'
87 0bpEc oRl- Ba mHI
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ins ert fragm e nt
l
d
l
O
8ygatio＼
Amp
pT B D2 85 N
teLA(β)
★
Ban
Ec oRI
与
βa mH暮
Mutage n e si PgllI
Amp
pT B A2 20E/
D2 8 5N
町
★
BglI
Ec oRI
βam Hl
BgILI
pLGD 2 85 N
tetA
★
BgII Ba mH[
Ec oR]- Ba mHIv ecto r
什a9m e ntOfpCTl 1 8 3
〟/nd川
Amp
pCTD2 85N
拍LA
tetF7
i
BglI
Ec oRI
Ec oR V
Mutage n esi
Amp
pCT121 6E/
D2 85N
tetR
〆£+
870bpEcoR ト由m Hl
in se rtfragm e nt
tetA
I 伽dlll
- Ba mHl
★
Bg/I
Ec oRV
1 8 7 bpEcoRl
- Bg)L
in sert fragm e nt
6 8 0bpBg^ 一 曲 mHl
insertfragm e nt
＼雷RV＋BamHL
1.3 6kb EcoR V一 曲 mHl
ins ertfragm e nt
LigationY
Amp
Ec oR V- 飴 mHIve ctor
fragm e ntofpUC l 1 8FN
βam 川
pR VBH D2 85
ttetA
EcoRI
Amp
Ec oRV
与Mutage ne si
pRV BHL21 3 E/
D285 N
ltetA
βa m川
★
' BglI
EcoRI
Ec oRL EcoRV
pLGA 22 0E/D 28 5 Netc
Ec oRトBamHIve ctor
し
r
2
pLG A2 20 Eetc
fro mpCTl 1 8 3
Figur e` -1･ Subclo 血 g of the Asp285
- Ash m uta nt - gen e a nd c on stru ctio n of double m mint
pl乱Smi ds c o ntai 血g the heb 7 m utation a nd the Asp28
S m utatio n, a nd single m tla nt Plasmids
c o ntai 血g the he氾Ⅹ 7 m tltatio n･ Dotlble mutantplasmi ds w
ere c o n stru cted bytheins ertio n of the EcoRI
-
Ba mⅢ fragm ent fro mPT B, PC TorpRV BI寸seriesto dieP
L G T2v ector･ Single m utant plasmi ds were
c o nstru ctedbythein sertion of the Ec oRI
-Bgll fr agm e ntfro mPT B,PC TorPRV B Hseries and theBg
LI- Ba mfE
fragmentfro m pC T l1 83to the pLGT 2v ector･ Symb
ols(” and *)represent the helix 7 m utatio nandthe
Asp285m utation, r espec也v ely･
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Table 6･ 2･ Tetr a cyclim e r e sista n c ele v e昔s of E. c olt W 310 4c ells ha rbo ring the A la210
/Asp28 5s ubsti紬 tio mp且a s mids･
Plasmid TetA MICoftetracyclin e(〃g/ml)
Non e
pL G T2
pL GD 285 E
pLG D 285 N
pL G D285N B
-1
No ne 0.8
W ild-ty pe 200
Asp285→ Gl-1 100
Asp285. Ash 0.8
Ala220- G h / Asp285→ Asn 200
pLGβrev Ala220→ Glu/ Asp285
- -' Asn 200
i -
■ 一 P - - - - 1 I - - - - I - - → - A L L - - I - - - - - - I - - - - - - - - - I
- 1 一
-
-
←
- J I - - I 1 - - - - - - - - - - JI - - - - - - - - l l - - - - - - - - . - - - - - - l l - - - - - - 1 I - 1 - - - - - - - J I JI - - 1 I - - ■ J b 1 - ■ J N A d 1 - I ＋ I L J ＋ J L J
pL G A 220 E/D 285 N
pu〕A 220 D/D 285 N
pL G A 220Q/D 285 N
pL G A 220 K/D 285 N
Ala220→ Glu/ Asp285
･
→ Asn 200
Ala220- AspノAsp285→ Asn 50
Ala220- GlnJ Asp285→ Asn 3･1
Ala220一 寸 Lys/ Asp285→ Asn 4･7
- - ■ 一 一 I J r I 4 I - - - - J . J - I 1 - - 1 - - I - - - . - 1 I - J- - J - - 11 [ 1- - - ←
-
-
- Il l - 1 I - ● 1 - A - ＋ JI - J - 1I . - I - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 一 一 - - - - - - - - J . - - 一 1 - - - - I - I - - 1～ - - - - I -
- - -
I
- J 1 - I . d } - b d 1 一 I J I l
pL G A 220E
pL G A 220D
pL G A 22叫
pIJG A 22 ∝
Ala2201･ ＋ Glu 100
Ala220- Asp 50
Ala220→ Gln 50
Ala220- Lys 25
Glu2 20変異はAsn2 8 5変異を抑圧 し､ テ トラサイク リ ン耐性を野生塾レ ベ ル ､ M ICで2 00pg/mlにまで
上昇させ るが ､ G hlよりも側鎖が短くなるAsp でもわずか に弱くなるが抑圧効果を示 し､ M IC で5 0FLg/ml
にまで 回復させる ことができた ｡ これ は､ 2 8 5位の単独置換で ､ Glu2 85変異体よりも野生型 (Asp28 5)
の 方が高い 耐性を与える の と対照的で ある ｡ しか し ､ Glnお よ びLys変異は抑圧効果がほ とんどなく ､
M IC の上昇はわずか しか見られなか っ た ｡ 従 っ て ､ As n2 8 5変異を抑圧 する にはカ ル ポキシル基の存在が
必要であると言える . 一 方､ 2 20位の 単独変異体を見 ると ､ どれも比較的高い テ トラサイクリ ン 耐性を
与える こと ができる ｡ Glu2 2 0およびAsp2 2 0変異体は膜貴通領域にひと つ 余分にカ)i
,ボキ シル 基が導入
され ､ また ､ Lys2 2 0変異体で は正電荷が 導入される にもかかわらず､ 耐性を与えろことがで き､ 蛋白構
造 へ の荷電アミノ酸残基の 影響は比較的小さ い と考えられる ｡
Figure612で は ､ 各変異プラス ミ ドを保持する大腸菌株か ら調製された反転膜小胞 へ の テトラサイクリ
ン の取り込みを測定した ｡ Asn2 8 5単独変異体はテ トラサイクリ ン輸送活性が全くない が､ その抑圧変異
体であるGlu2 2 0/ As n2 8 5二 重変異体 は顕著な輸送晴性を示し､ テトラサイクリ ン輸送における カル ポキ
シ ル基の 重要性が確認された ｡ しか し､ その 輸送活性は野生型レベ ルの 耐性を与える ことが できる こと
を考慮するとかなり低い もの であ っ た ｡ また､ Asp22 0/As n2 8 5二 重変異体も輸送清性が観察されたが ､
更に低く ､ Asn2 8 5変異抑圧 には側鎖 の長 い G lu22 0変異の 方が 適して い ると言える o
一 方 ､ Gln2 2 0
/Asn2 8 5二 重変異体お よびLys2 2 0/ Asn28 5二重変異体はM ICから予想さ れる通り ､ 輸送活性は検出され
なか っ た ｡ 220位の単独変異体は､ Glur22 0変異体が野生塾よりも高い 輸送晴性を示すほか ､ Asp2 20変異
体およびGln2 2 0変異体 で比較的商 い輸送清性が観察された ○ とこ ろが ､ Lys22 0変異体は､ 中程度の耐性
を与える ことがで きるにもかか わらず､ 輸送油性は認められなか っ た ｡ Table 6
-3 で テトラサイクリ ン輸
送の速度論的定数を測定 したとこ ろ ､ Glu22 0 /Asn2 8 5二 重変異体串よびAsp2 2 0 / Asn28 5二重変異体の
Km億は いずれも野生塾 のお よそ4倍に上 昇して い た o Figu re 6
-2 では10〃Mテトラサイクリ ンを含む粂
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∈
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0
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ヽ ー
l⊥J
亡ゝ
<
ト
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A
珍
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A 2 20 D/D 2
n O
2 8 5N
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0
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0
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Figtl r e6･2･ Tetr a cyclin e nptake by in v e rted me
m bra n e v esicle s froJTIE･ c oli W310 4c ells
harbo ringthe Ala2 20/Asp2 85s ubstitltio n m tlta
ntplasmi ds･ Assays w e reperfor m ed inthepres e n c eof 1 0
LLM tetracyclin e and 50トLM CoC121
ー 8 4-
件で活性を測定して い るの で ､ こ れら二重変異体の 低 い清性は基質との 親和性の 低下が原因であると言
える o 一 方 ､ 輸送のVm a五億はGlu2 20 /Asn28 5二重変異体の方がAsp2 2 0/ Asn2 8 5二重変異体よりも約3 .5
倍大きい ｡ こ れは､ 28 5位のGlu変異体が野生塾 よりも低 い活性をもつ こ とと対照的である(51)｡ こ の結
果は2 2 0位の方が28 5位よりも基質結合部位から離れて い る ことを示し､ 2 2 0位側鎖の長さが代謝回軒に
影響して いる こ とが示唆される ｡
2 2 0位に余分にカル ポキシ ル基が導入されるG luお よびAsp変異体で はKnl億が野生型 のおよそ1 /2に低
下し､ 22 0位側鎖も基質の認識 ､ 結合に寄与 して い る ことが示唆される ｡ こ の場合も2 20位側鎖の 長さは
vm a 五億にの み影響し､ 二重変異体の結果と 一 致した｡ こ の余分なカル ポキシ ル基 は機能に致命的な障害
を与える ことはない が ､ 野生塾よ りも輸送活性を上昇させずに､ Km借を低下させる ことから ､ こ の変異
体で は基質の放出過程が幾分損 なわれて い る可能性がある ｡ 2 20位はもともと中性側鎖をもつA laである
が､ 同じく中性のGlnが導入されてもKm値の低下が認め られた ｡ これは ､ Gln残基側鎖が親水性であるた
めに水素結合を通して基質結 創 こ寄与できるもの と考えられる ｡ また ､ vmax億はGlu2 2 0変異体と同程
度であり､ 輸送効率 に側鎖の 長さが影響して い るこ とを支持 して い る . 一 方､ Lys2 2 0変異体は中程度の
テトラサイ クリ ン耐性を与える ことがで きるが ､ 輸送清性 は全く観察され なか っ た ｡ この 変異体では ､
22 0位の 塩基性側鎖と2 8 5位の 酸性側鎖との間で相互作用が生 じ､ 基質輸送ある い はH
＋輸送を傷害して
いるの かもしれな い ｡
Table GI S. E in etic c o n sta ntsfo rtetr acyclin e uptakebyin v e rted m em br a n e v esicle s･
N A D H-dependent ten:adcyclin e uptake for30se e w as m easnred in the presen ce of variou s c on centratio n s of
tetracyclin e a nd 1m M CoC12･ Kin etic co nstantS W ere Calculated fro mLin ew ea ver
- Burkplots･ N ･D･ m e a n sthat
par am eters c oddnotbedete min ed･
Mutation s Km OLM) Vm ax(Ⅱ m ol/mg protein/ min)
No neWild-ty pe)
Ala220-･ ＋ Glu/ Asp285
1 ＋ Asn
Ala220･･ ->Asp/Asp285
- す Asn
Ala220→ Gll
Ala220 → Asp
Ala2201,･ ･> Gln
Ala220- Lys
36 27
145 53
141 15
14 28
16 16
20 28
N.D . N .D .
第4節 22 0位変異の Asp2 85- Lys変異 へ の効果
Lys2 2 0単独変異体はテ トラサイク リ ン輸送活性を全く示さず､ Lys2 2 0残基の塩基性側鎖とAsp2 8 5残
基の 酸性側鎖との間でのイ オ ン 性の相互作用が額能 を傷害して い る ことが示唆された o また ､ こ の結果
より2 20位と2 8 5位とが立体構 造上 近傍に位置 して い る可能性が示された o 当研究室で はAsp2 8 5残基の
Lys変異体が構築されて い る(51)o そこセ､ 本節で は､ 中性側鎖をもつ Asn2 8 5変異を抑圧することができ
るAla2 2 0残基の 酸性残基 へ の置換が ､ 塩基性側鎖をもつLys2 85変異を抑圧するこ とが できるかどうかを
検討 した . その ために､ pL G D 2 8 5 K(51)よりLys28 5変異を含むBglI
-Ba mHI切断断片を調製し､ 22 0位変異
を含むEcoRI-Bg]I切断断片とと もに､ Figu re 6
-1に示 したの と同様にpL G T2 の対応する領域に観み込み+
二重変異プラス ミ ドを構築した ｡ 変異蛋白産生を確認し (data notsbo w n) ､ 薬剤耐性 レベ ル を測定した
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(Table 6-4) 0
Table 6･ 4. Tetr a cyclin e r esi ta n c ele v els of E. c olt W 3 1 0 4c eus ha rbo ring the Ala2 2 0
/ Asp2 S Ss tlbstitⅦtio n m tla ntpla smi ds･
plasmi d TetA M ICoftetra cyclin eOLg/d)
None
pLG T2
pI･GD 285 K
pLG A 220 E/D 285 K
pL G A 220 D/D 285K
Non e 0.8
W ild-ty pe 200
Asp285
･ ヰ Lys 9･5
Ala220→ Glu/Asp285→ Lys 4.7
Ala220一 Asp/Asp285→ Lys 3･1
Lys2 8 5単独変異体は わずか にテトラサイク リ ン耐性を与える ことが できるが ､ 2 20位に酸性残基が導
入されると耐性 レ ベ ル は顕著に低下 し､ As n2 8 5変異に対する効果とは著しく異なっ て い た ｡ こ の結果は
Lys22 0単独変異体で示唆されたように､ 22 0位残基の酸性側鎖と2 8 5位残基の塩基性側鎖との間での 相
互作用が機能を傷害 して い る と解釈され ､ 両者が近傍に位置する ことを支持して い る ｡
第5節 Ala2 20周辺残基のGlu置換のAsp2 8 5- Asn変異 へ の効果
これまで の結果より､ Asn2 8 5変異を抑圧するため には2 20位 へ の酸性残基の導入が必要である こと ､
また ､ Gl｡2 20変異の 方がAsp2 2 0変異よりも抑圧効果が強い こと､ カ ル ポキシル基が2 8 5位か ら2 2 0位
へ
と移る ことでKm値が大きく上 昇する ことから ､ 基質透過の ための活性中心は22 0位よりも285位に近い
とこ ろ に存在する ことが示唆さ れた｡ この よう 朗TJ 部位で の ア ミノ酸置換による抑圧 は蛋白の 柔軟性を
示すもの で ある ｡ 自然復帰変異体で は塩基置換の原皮が限られて い る可 能性があり ､ 必ずしも機能を完
全に回復する部位に変異が導入さ れない 場合も考えられる ｡ 本節では この 可能性を考慮 し､ 22 0位以外
に酸性残基が導入されてAsn285変異を抑圧 し､ テトラサイクリ ン耐性を回復させる部位があるの か どう
かを検討 した ｡ 第二変異 を導入する部位と して は2 2 0位が存在する第7膜貫通領域 に注目し､ そ の前後
数残基を選び､ Glu置換を導入した (Figure 6-3) o また ､ 細胞質膜内在性蚕白の 膜貫通領域は α ヘ
l) ッ
クス を形成して い るとされ ており､ Asp285残基の 1タ
ー ン 下方のP be2 89残基をAspに置換 し､ Asn2 8 5
変異に対する効果も検討 した ｡ 変異導入はK unkel法に従 い ､ Table 6-5に示した合成オリ ゴヌク レオチ ド
を用 いた ｡ こ のうち ､ Ile21 6- Glu変異､ Gln2 2 1- Gl腐 異の 導入にはpcT D 2 8 5 Nを鋳型と し､ れ 以外
はpRVB H D 2 8 5 Nを鋳型と して用 いた . Asn2 8 5変異を含む二 重変異 プラスミ ド､ 単独変異
プラ ス ミ ドは
Figu re6-1に示 したの と同様に構築した o
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Table 6- 5. MtltagC nic pm m e rs tlS ed fo rthe s五色e
･d量r e cted m tltage n eSis･
●
Asterisks(*) and underlinesindic ate mis m atches andnew restriction sites, respectively･ Nucleodde s eqtlen CeS Of
pn mers c orrespo ndto the c o mple mentarysequ en ceofthetetAgen e･
p rimer NtlCleotide seque n ce Codon cha nge A min o acidstlb 血tutio n
L 213 E R
Ⅰ216 ER
Y 217 E R
F218 E R
S219 E R
Q221E R
L222 E R
Ⅰ223E R
G 224Ⅰ三R
★ ★ ★ ★
5 7 - A 丸ÅT A A T鎚 望鎚謎A T G G G C- 3I
Sa c=
★ ★ ☆ ☆
5
I
- T 以I A磯 辺遇£里C A 且T C A 且C A- 3
I
Sc a=
☆ ★ ★
5
-
- G BLA A A T T C A A型:辺丑!⊇払 - 3
I
βcユ工
☆ ★ ☆
5
-
- G C G CT旦匙望望笠AT A A A T A- 3
I
HinfI
★ ★ ★
5
I
- C A AT T G C G Cm A A A T A AL TA A T- 3 I
Csp4 5 =
★ ☆
5
I
- T A T C A A T T豊臣⊆追望⊆各島且良 一 3
'
Pv u= I
★
'
★ ★ ★
5 - - T T G G⊆⊆基基里⊆望豊里聖⊆追 G C T G A A- 3
I
Bst X =
Ms c=
★ ★ ★ ★ ★
5
.
_ G A 且T T T GG C C旦 巡 込塁T T G C GT G A- 3
-
Xho= ,Av a=
★★
5
I
- G G壁迫聖望 迎 笠T A T C A AT T G C- 3
I
加 n=
★ ☆ ★ ☆
G 224 D R 5 - _ A ALT T T唱埋!芸追旦T A ÅT T G C G- 3
-
C ユaエ
P227 E R
F2 89D R
As e=
★ ★ ★ ★
5
.
_ CG T T G C T T C ÅA T T2i追⊆LA A T C A A T- 3
I
Ms c:I
★ ☆ ★
5 I - C T 且 那 血基部茎追望C T G C A C T- 3
I
Ec oT22=
T T G→ G AG Le11- - Glu
A T T→ G A G ne や Glu
T A T- G A A Tyr - Glu
T rr→ G A A Phe - Glu
T C A→ G A A Ser･･ i Glu
C AA → G A A G h- Glt1
T T G- す G A G Let1･ 一 Gl11
A T A- G A G ne一 一 Gl11
G G C一 寸 G A A Gly → Glt1
G G C1 - GA T Gly) Asp
c c c- GA A Pro- Gill
m - O A T Pbe → Asp
18 7-
構築した プラス ミ ドで大腸菌w 3104株を形質転換 し､ 変異蛋白の産生を確認し (data not sho w n)
テトラサイクリ ン 耐性 レ ベ ル を測定 した (Table 6-6) 0
Table 6･ 6･ Tetr a cyclin e r e sista n c ele v els of E･ c oEi W 3 10 4c ells harboring m Ⅶta nt
pla s mids･
M I Cs oftetra･cyclin e are sho w nin a 1mitofy g/ mi･ M C forW 31 04cellsis0.8p g/mi. N .C. m e an sthatm utant
w as notco nstru cted.
Asp285皿 1ta也o n
Helix 7 m uta也o n
Asp285→ Asn No n e(Asp285)
None
Let1213- G hl
lle216- G 山
Tyr217
1
,Gltl
Phe218- Glu
Serユ19- Glu.
Ala220･･ → GlⅦ
Ala220→ Asp
Gln221→ Gll
Leu2221 >G h
Ile223 ) Glu
Gly224
1 . Glu
Gly224→ Asp
托 o227一 斗 Glu
Pbe289→ Asp
0.8 200
0.8 50
0.8 50
0.8 100
0.8 100
0.8 100
20 0 100
5 0 50
0.8 10
0.8 25
0.8 100
12.5 25
12.5 100
3.1 3.1
0.8 N.C .
Glu220 /Asn2 8 5二 重変異体 ､ Asp220/Asn2 8 5二 重変異体以外､ 構築された二重変異体の中でAsn285
単独変異体よりも耐性レ ベ ルが上昇して いるの は ､ Glu2 2 4 / Asn2 85二 重変異体､ A!p2 24 / Asn2 8 5二重変
異体 ､ Glu2 2 7/ Asn2 85二 重変異体の3種の みであっ たが､ 2 2 4位の置換で はMICが1 2･5FL g/ml､ 2 2 7位の
置換で は3.1〃g′mlと回復の 程度は弱い もの で あ っ た ｡ As n2 8 5変異を抑圧 するこ との で きる
これ ら3 つ
の変異部位の 位置関係を見るた めに､ Figure 6
-4 で第7勝景通領域の エ ドマ ン ドソ ン ホイ
ー ル プ ロ ツ ー
(355)を措くと ､ 3部位が α ヘ リ ッ クス の 同 一 側面上 に存在する ことが明らかにされた｡ また ､ 抑圧効果
の 程度が22 0位から2 24位 ､ 2 2 7位 へ と離れるに従っ て弱くなる ことも明らかである ｡ こ の結果は膜貴通
領域が α ヘ リ ッ クス構造を形成 して い る ことを確認するとともに､ 清性中心を構成する上 で ､ 第7膜貴
通領域上 の カ ル ポキシ ル基の導入にはある程度の 柔軟性がある ことが示された ｡ 佃方､ 2 2 0位上流側の
残基の中で ､ Ile2 1 6とLe u2 1 3が同 一 側面上 にある が ､ それらの部位のG lu変異はAsn2 8 5変異を抑圧する
ことがで きなか っ た (Table 6-6) ｡ こ･の 結果は機能に必要なカ ル ポキシ ル基は適度な深さに位置 しなし
､
と機能を発揮する ことができな い と解釈される｡
一 方､ 第9膜貴通領域 にお い て は ､ 285位の 1タ
ー ン 下 方に位置するPbe2 8 9残基 をAspに置換 して
も､ As n2 8 5変異体の 耐性 レ ベ ル を上昇させる ことが で きす ､ 第7膜貫通領域の場合と は異な っ て厳密に
ヵ ルポキシ ル基が配置される必要がある ことを示 して い る o こ の こと は､ 活性中心が22 0位よりも28 5位
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Figu re 6･3･ Ptltative s eco ndary stru cttlre arOt md
tr an s m e mbr an edo main sVII, VIIIa nd IXofTnlO･TetA.
Am ino acidresidues whichtlnderw ents eco ndsite m tlationsin
this studyare en closed in circles, withpositio nn umbersin the
prlmary S equ enC e･ The prln ary m utatio n residue･ Asp285･ is
also enclosedin a circle.
28 2
Phe
281
Gly
213
Lew
$ 9
P he
2 78
Val
腰置
29 2
Leu
2 93
Ala
286
Se r
27 9
Leu
He書毒x珪X
28 8
Ala
2 77
Ala
28 4
Ala
2 83
1te
2 76
T hr
28 7
Se r
280
Le u
2 90
Ala
2 91
P he
Figu re6-4･ E dm u ndso nwhe elpr oje ction m aps of ptltativ etr ans m embr an edo main s ⅥI a nd I X･
The
r espectiv etr ans m e mbr anehelic es w ere vi w edv ertically
from the cytoplasmic surfac es･ The residues of which
Glu m utants sho w ed anys uppr essio nto the Asp285→ As n m utant ar eden o
ted by od in ed letters withshado w ed
circles. O ther r esidu es wherethe Glu m utation w asintroduc ed ar ede noted bybold letters･
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の近傍に位置すると いう考えとよく 一 致して いる ｡
耐性が 回復 した2 2 4位 ､ 2 2 7位変異を含む3種の 二 重変異体につ い て反転膜小胞で の テ トラサイクリ ン
輸送活性の測定を試みたが ､ 有意の輸送活性は観察されなか っ た (data n otsho w n) 0 Glu2 20 / Asn2 85二
重変異体 ､ Asp2 2 0/Asn28 5二重変異体の Km値が顕著 に上昇 して い た ことを考慮すると､ 3種 の 二重変
異体にお い ても更なるKm億の 上昇が起こ っ て い るこ とが予想さ れ､ そのために輸送活性が観察されない
のかもしれな い ｡
第7膜貴通領域のGlu単独変異体 はGlu2 2 7変異体を除い て 比較的高い テ トラサ イクリン耐性 を与えて
おり (Table 6-6) ､ 新た なカ ル ポキシ ル基の 導入が機能お よび蛋白構造に致命的な影響を与えて い ない
ことを示して い る ｡ また ､ これ らの 部位の アミノ 酸残基は墳能に必 須で ない とも言える ｡ Glu22 7変異体
はMICが3 ユ〃 g/mlとわずかな耐性しか与える こ とがで きな い o 2 27位はもともとpro残基が占めており､
蛋白の構造維持に寄与 して いた 可能性がある の で ､ こ の部位の置換は蛋白構造の変化を介して機能を大
きく傷害するの かもしれな い ｡
第6節 考察
本章で は まず､ テトラサイ クリ ン耐性を全く与えないAsp2 8 5- - Asn変異体より野生塾 レ ベ ルの耐性を
与える ことができる自然復帰変異体を単離した ｡ この 変異体はAsn285変異をそのままもち なが ら､ 第7
膜貫通領域のA la2 20残基がGluに置換されて い た ｡ 推定二 次構造にお い て ､ 28 5位､ 2 2 0位 は段内の ほぼ
同じ深さの と ころ に位置する と考えらYL､ 両者は立体構造にお い て藤近傍に位置する こと が示唆され
た o また ､ 得られた抑圧変異体 は酸性残基の消失を新た な酸性残基の 出現で機能回復を起こすタイプで
あり ､ 膜貴通領域 の酸性側鎖が 機能に必須で ある ことを裏付けるもの である ｡ こ の ような抑圧変異体
は､ 大腸菌FoFrA T Pa seの H
＋輸送に関与するcサ ブ ユ ニ ッ トの 変異体(32 2)､ ウ シの ロ ドプシ ンの シ ッ プ塩
基対イオ ンの 変異体(356.35 7)､ Rhodoba cte r spha eFOl
･
desの光合成反応中心のE'輸送に関与する残基の変異
体(340)､ 大腸菌メ リ ピオ ー ス 輸送体 の共役イ オ ン認識 に関与する残基の変異体(31 9)からも得られて い
る ｡
2 2 0位残基を部位特異的に置換 したとこ ろ ､ 中性の Gln､ 塩基性のLysはAsn2 8 5変異に対 して抑圧効果
をほとん ど示さず､ 酸性側鎖 をもつ Gln､ Aspで の み大きな抑圧効果が認められた (Table 6
-2) o 従 っ
て ､ As n2 8 5変異を抑圧するため には酸性側鎖が必要である と結静されるo また､ 酸性側鎖の位置特異性
に関して 検討したとこ ろ ､ 2 2 0位以外 に2 2 4位､ 22 7位にG luあるい はAspが導入されてもAs n2 8 5変異が
抑圧 される ことが明らかにな っ た (Tabl占6-6) ｡ 2 24位､ 2 2 7位は α ヘ l) ッ クス構造で2 2 0位と同
一 側面
上 に位置し (Figure6-4) , そ れぞれ2 2 0位の 1 夕∵ ン ､ 2 タ
ー ン下方に存在する残基である (F･igure 6-
3) ｡ こ の ような縦 方向の柔軟性は ロ ドプシ ン におし予て も見い だ され て いる(
358,3 5 9)o す なわち､ レチ
チ - ル分子とシ ッ フ塩基を形成するLys2 9 6残基の対イ オ ン とな っ て いるGlul 1 3残基をGlnに置換した変
異体をもと に､ それぞれ α ヘ リ ッ クス の 1 タ
ー ン ､ 2 タ ー ン離れたI 17位､ 1 2 0位にGlnが導入されると
機能回復が起 こる というもの で ある｡
本研究の 結果は､ 2 2 0位､ 2 2 4位 ､ 22 7位の 3部位を含む側面が ､ 第9膜貫通領域のAsp2 8 5残基を含
む側面とともに ､ 基質輸送経路 を構成する領域である こと を示唆して い るo 最近､ Gu ayらは ､ Te仏(
B)の
Trp2 3 1残基のCys変異体が第1 0章に述べ るグリシ ルサイクリ
ン に対して耐性化するこ とか ら､ Trp2 3 1残
基が基質認識に関与する 残基である ことを報告した(35 8)o Trp2 3 1残基は第7膜貫通領域に存在 し､ しか
も220位､ 2 2 4位､ 2 27位と同 一 側面上 に存在する残基であ (Figu re .6
-3) る こと は興味深く､ この 側面
の重要性 を支持して いる ｡ また ､ Glu22 0変異の 方がAsp220変異よりも大きな抑圧効果を持つ こ と､ カ
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ルポキシ ル基の導入 に関して第 7膜貫通領域の 方が第9膜貴通領域よりも柔軟性をもつ ことから ､ 基質
輸送にかか わる悟性中心は第9膜貴通領域により近 い とこ ろ にある ことが示唆される ｡ また ､ 反転膜小
胞にお い て ､ Lys2 2 0単独変異体の テトラサイク l)ン輸送悟性が観察されなか っ たこ と (Figu re 6-2) ､
また ､ Glu2 2 0変異およびAsp2 20変異がLys28 5変異を抑圧 できなか っ たこと (Table 6-4) は､ 両部位間
でのイ オ ン性の 相互作用が機能を障害して い る ことを示 し､ 22 0位と28 5位とが立体構造上近傍に位置す
る ことを支持して い る ｡
とこ ろ で ､ 2 20位など膜貫通領域 へ の 余分な荷電ア ミノ 酸の導入は ､ 意外にも ､ 比較的高い テトラサ
イクリ ン耐性を維持 して おり (Table 6-2､ 6･6) ､ 蛋白の フ ォ ー ル デイ ン グに大きな影響を与えて い な
い こと を示 して いる . TetAでの この よう な現象とは対照的に､ 大腸菌のラクト - ス輸送体で は膜貴通領
域の 荷電ア ミノ酸残基が蛋白の フ ォ ー ルデイ ン グに重要な寄与をして い る ｡ ラグ ト ス輸送体の抑圧 変
異体の 解析 から ､ 膜貫通領域内の 幾つ かの正荷電残基と負荷電残基とがイオ ン ペ アを形成して い る こと
が示唆され(2 63,2 64,26 7)､ 部位特異変異導入解析により確認されて い る(265,2 6 6,2 68)o こ の場合 ､ イ オン ペ
ァを形成して い る 一 方の電荷を中性にすると機能が著 しく傷害されるが ､ 両方を中性 にする と機能が回
復する現象が観察されて い る ｡ ラク ト ス輸送体で は この ような朕貫通領域での イオ ン ペ ア の形成と解
離がゲ ー ト の 開閉とな っ て い ると主張して い る(26 7)｡ また ､ 大腸菌メリ ビオ
ー ス輸送体でも余計な荷電
アミ ノ酸残基の存在は機能障害 の原因とな っ て い る ようである(319)o メ リ ビオ
ー ス 輸送体の膜貴通領域
に存在するAsp5 1残基は共役イ オ ン結合に重要とさ れて い る o Asp5 1残基をserに置換した変異体からメ
リ ピオ ー ス輸送を回復 した抑圧変異体を分離したところ ､ Ser51変異以外にGlyl 13
- --,Asp変異が見い ださ
れた ｡ 負電荷の消失が新た な負電荷の 導入により禰われる 点でTetA のAs n2 8 5変異体の場合と
一 致する
が ､ 単独にAspl 1 3変異を導入した変異体は活性が全くなく､ 大きく異なる点であるo
Te仏 にはAsp28 5残基 の 他に更 に2つ の保存性Asp残基 が存在する(3 5,5 1)o そ れは第 1膜貴通領域の
Asp15残基と第3膜貫通領域のAsp8 4残基で あり ､ これ らも基質輸送 に重要である ことが示され て いる
(51,353)｡ また ､ Te仏を2 つ の領域 ､ それぞれ6本の膜貫通領域を含む α 領域とβ領域とに分けた とき､
Asp8 4残基とAsp2 8 5残基が対応する部位 にあり､ Asp1 5残基とAla2 20残基が対応する部位にある ことは
興味深い (Figure3) 0 tande m duplic a山 盛(40)を支持する､ この ような対照性は俄 にも観察され ､ 特に
顕著であるの は､ 第2章に述べ た保存性配列モ チ ー フ の存在である(4 4)o また ､ 第8膜貫通領域と第9膜
貴通領域の アミ ノ 酸残基で 構成されるカル テ ッ ト､ His2 57
･ Ⅹ- X- Ⅹ -Gln2 6 1/Gly28 1- Ⅹ-Ⅹ -X -Asp2 8 5は第2
膜貴通領域と第3膜貴通領域にも見られ ､ Tyr5 0
-Ⅹ- Ⅹ-Ⅹ- Gln54 / Gly8 01 Ⅹ-X
- Ⅹ-Asp8 4と表され､ TetAに保
存され ､ その重要性も示されて いる( 叫｡ こ の ような結果から､ 現在少なくとも第1.
- 3鹿茸通領域と第
7 - 9膜貴通領域が基質輸送経路 (チ ャ ンネル) を構成して いる と考えられて いる ｡ また ､ 第5章にお
い て ル ー 7
o
4- 5 の Asp1 2 0残基 ､ Arg1 2 7残基が ゲ
ー トの 開閉に寄与 して い る可能性が考えられ､ 電 には
Argl O l残基と いう極めて 重要 な残基が第4膜貴通領域 に存在する ことが示され(
1 95,345)､ 第4および第
5膜貫通領域も基質輸送チ ャ ンネル に関わ っ て いる可熊性も考えられて いる ｡
第2牽か ら本章までの 結果(279,34 4,347 359･360)および当研究室で の研究結果(
4 9･51,52･64,2312332 7 5)呑もと
に､ テ トラ サイクリ ン/ H.ア ン チポ ー ト の分子機構 に関してゲ
ー ト付きチャ ンネ ル による直接共役説を
提唱する (Figure 6-5) o こ の モ デル で は ､ 上で述べ た膜貴通領域がひとつ の チャ ンネル を形成し､ 膜
の
両側 にル ー プ領域 により構 成され るグ
ー ほ も っ て い る ｡ 柵胞質側で はル ー プ2 -3､ )I, - プ4-5および
ル ー プ8-9が ゲ ー ト機能を持 っ て い ると考えられる o 正 味1 価カチオ ンの 基質とH
＋ のチ ャ ン ネル内の結
合部位は重複 し､ それらの結合は互 い に持抗 して い る o 基質が ル
ー プ2-3 の Asp6 6残基の負電荷と相互作
用すると ､ 細胞質側ゲ ー トが開く o この とき ､ ル
ー プ2-3 の Arg7 0残基の正電荷とル
ー プ415 の Asp1 2 0残
基の負電荷 が相互作用して い る ｡ 基質がチ ャ ンネル 内の結合部位に結合するの に呼応 して ､ そ
こに結合
して い たH＋が放出される ｡ こ こで ､ ル
ー プ2-3内でAsp6 6残基とArg7 0残基とが相互作用 し､ ル
ー プ4-5
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内でAsp1 2 0残基とArg1 2 7残基が相互作用して ､ 細胞質側ゲ
ー トが閉じるように コ ン フ ォ メ - シ ョ ン変
化が 生 じ､ ペ リプラズ ム側ゲ
ー トが開くよう になる ｡ ペ リ プラ ズム側 は細胞質側よ りも酸性であるの
で ､ fI＋が結合部位に結合 しようと して ､ そ れに呼応 して基質が放出される ｡ H ＋の結合は柵胞質側ゲ ー ト
が開い た コ ン フ ォ メ
- シ ョ ン に変イヒさせる の に十分である と思われる ｡
こ のモ デル はシ ン ポ 一 夕 一 にも適応で きると考える ｡ ア ンチ ポ ー タ ー で は基質とE＋との結合が括抗的
であるの に対 し､ シ ンポ 一 夕 - で は協調的であると考える . つまり､ H＋の結合は基質の結合を催 し､ コ
ン フ ォ メ - シ ョ ン変化が起 こる ｡ 次 い で ､ 基質およびH＋が放出されると ､ 再びコ ン プ オ メ - シ ョ ン変イヒ
が起こり､ もとの状態に戻る ､ と いうもの である ｡
しかしなが ら､ こ の ようなモ デルや各膜貴通領域 の並び方､ ア ミノ酸残基間の位置関係を証明するた
めには､ 蛋白の 3次元立体構造 を解明する必要があ る ｡ 膜蛋白質は強い 疎水性故に3次元結晶を形成し
にくく､ 現在まで にⅩ線結晶構造解析された膜内在性蛋白質は数例 しか な い ｡ つ い 最近にな っ て ､ 2次
元結 晶の電子顕微鏡画像解析が進んで きたものの ､ 原子 レベ ル での詳細な構 造は明 らかに な っ て い な
い ｡ こ の ような状 況の中 ､ 膜蛋白質の 立体構造解析は現在最も魅力的な研究課題で あると い っ て もよ
い ｡ 次章以降でTe仏 の 立体構造解析 を押し進める べ く､ その大量発現系､ 精製系の確立を試みる ことに
する ｡
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第7章 テ トラサイ クリン排出蛋白の精製とリポ ソ
ー ム へ の再構成
第1節 は じめに
前章まで は ､ 部位特異的変異導入法を用い てTetA の幾 つ かの ア ミノ 酸残基を置換し､ そ の結果からも
ともとの ア ミノ酸残基が基質輸送機構にお い て どの ような役害陀 担 っ て いるの か､ アミノ酸残基が どの
ように配置されて いるの か ､ ま た ､ 分子レ ベ ル で どの ように基質が輸送され､ どのようにしてイ オンと
の共役が達成されて いるの かを推定してきた ｡ この ような推定は実際の 立体構造が解明されるまで は証
明されたと は言えな い . 可溶性 酵素におvlて は比較的容易にⅩ嵐結晶構造解析により3次元立体構造が
解明され ､ 多くの 情報が得られて い る ｡ しか し､ 膜内在性の蛋白は未だ 数例しか立体構造が解明されて
い な い ｡ その最初の例が紅色光合成細菌Rhodopse ロdo m o n a s vln
'
disの 光合成反応中心複合体であり､ 1 9 8 5
年にⅩ線結晶解析 により3Åの解像度の立体構造が報告された(361)｡ その 後は､ 1 99 2年に大腸菌ポリ ン
(ompF､ P hoE) がそれぞれ2･4､ 3Åの解像度で(362)､ 19 9 3年にSyDeChoc occ usの 光合成反 応中心複合体
Ⅰが6Åの解像度で(363)､ 1 9 9 5年にR hodopse udom on a s a cidophilaの集光性アンテ ナ複合体Ⅱが2･5Åの解
像度で(364)､ ウシ ミ ト コ ン ドリア のチ トクロ
ー ム c酸化酵素(3 65)およびpa raco c m sdenitn
'
fl
'
c血 sのチ トク
ロ ー ム c酸化酵素(3 66)が いずれも2.8Åの 解像度でⅩ線結晶解析 により立体構造が解かれて い るの みであ
る ｡ また ､ ウ シミト コ ン ドリアのFoFl
- A TPa seの膜表在性部分 (Fl) を構成する α βγ複合体 の立体構
造も1 9 9 4年にⅩ線結晶解析により2 .8Åの解像度で解かれ注 目された(367)0 Ⅹ線結晶構造解析 は蛋白の
3次元結晶 を必要とするが ､ 2次元結晶を用い た電子顕微鏡画像解析から3次元構造を再構成する試み
が幾つ かの 膜蛋白につ い て行われて い るo 高度好塩菌Ha]obacten
-
u m ha]obiu mの バク テリオロ ドプシ ンが
そ の 最初 の 例で , 1 9 9 0年に詳紳な 3次元構造が 提出さ れ た(3 6 8)o 以後 ､ 1 9 9 3年に筋小施体 の
ca2. -A T Pa se(36 9)､ ウ シ の ロ ドプシ ン(3 70)､ ホウ レ ン草ク ロ ロ ブラス トの光合成反応中心複合体Ⅱ(
371)､
1 9 9 5年にRhodo spiri]1u m rubT u mの集光性ア ン テナ複合体Ⅰの構造(37
2)が捻出
'
され七いる o こ の ような状
況の 中､ 膜蛋白質の ､ とりわけ膜輸送者自の 3次元結晶化､ Ⅹ線溝晶構造解析は現在最も注目されて い
る ｡
本章で はTetAの結晶化､ 構造解析を行うべく, その 前段階を整える ｡ まず､ Te仏 の 大量産生糸を準備
し､ 機能を保持 したまま迅速且 つ 大量 に精製する系を確立するこ とを試みた ｡
第2節 テトラサイ クリ ン排出蛋白の 大量発現系の構築
トラ ン ス ポゾ ンTn1 0にコ ー ドされる クラス Bの テ トラサイクリ ン排出者自適伝子tetAは負の 遺伝子量
効果､ す なわち ､ マ ルチ コ ピ
ー プラス ミ ド上にTnlO-te慮伝子をクロ
ー ニ ン グする と､ 宿主菌 の テトラ
サイクリ ン耐性 レベ ルがロ
ー コ ピ ー プラス ミ ドの 場合よりも著しく低下する現象が知られ て いる(66
･6 9)o
負の遺伝子量効果は他の グラム 陰性細菌の 由遺伝子で は知 られて い ない(
161)o こ の効果はTetAの過剰産
生が原因であり､ こ の とき隈電位が消失する と言われて い る(
69)o Tn10-TetAを大量 に発現する系を確立
する試みが 幾つ かなされて い る が ､ 負の遺伝子量効果が障壁とな っ て い るために ､ これまで 安定な大量
発現系は知られて い な い ｡
本節で はTnlO- TetA の安定 な大量発現系の構築を目指 した o マ ル チ コ ピ
ー ク ロ ー ニ ン グ ベ クタ ∵
pu c l 1 8は1a cプ ロ モ ー タ
ー
･ オ ペ - 夕 - をもち､ その支配下の]ac 洩 伝子上流にマ ルチクロ
ー ニ ン グサ
･ 94-
イトがある ｡ pC T 1 1 82(51)はTnlO一山遺伝子をpu c l 1 8 のマ ルチクロ ー ニ ン グサイ トにサブ クロ ー ニ ン グ
したもの で ある o TetA大量発現系の構築はこのpC T l 1 8 2を出発材料とした (Figu re 7-i) o pc T 1 1 8 2は
ベクタ ー 由来の1a cプ ロ モ ー タ ー を保持して おり､ マ ル チクロ
ー ニ ン グサイトの Ec oRI切断部位が残っ て い
る ことに着目 した ｡ tetA遺伝子中央にはEcoRI切断部位がある の で ､ まずこれをサイ レ ン ト変異により消
去し､ 次 い でTetAの N末端側にEcoR工切断部位をサイ レ ン ト変異により導入する ことにした .･これらの 変
異導入はpC T l 1 8 2を鋳型 と して ､ Table 7-1に示す合成オリ ゴヌク レオチ ドを用い ､ Ku nkel法により行っ
た｡
Table 7- 1･ Mtltagenic prl m e r S u s ed fo r c o n strtl Ctio nofa TetA o verprodtl Cing pla smi d･
●
Nu cleoti de s equences ofprim ers correspo ndtothe c o mple m entary seqtlenC e Of the tellgen e･ Asterisks(
*) and
underlin esindic ate mis m atches andthe Ec ofurstrictio n sitesintr odu ced ordeleted, r espe ctiv ely･ W ith E G R, the
site w asintrodu ced, andwith E D R, the sitedeleted･ Anycodon changesdo n otleadto amin o acidstlbs也hltio n･
p rim er Nu cleotide seque nce Codo n change
★ ☆
E G R 5
I
- T T T G TC G A Ag AZi u A T T T C- 3
I
Ec oR =
E D R
★
5
I
- G T AT A C C塾 望望笠G A T T G C- 3
-
(Ec oR =)
AG T. T C T forSer3
A A T. A A C forAsn200
EGRとE D Rとを用い て作成されたプラ不ミ ドをpc T 1 1 8 4とした ｡ 次に､ pC T 1 1 8 4をEcoRIで 漸ヒして調
製された ベク タ ー 断片をセ ル フライゲ
- シ ョ ンさせる こ とにより､ tetAと]acゑがin fra m eで融合した遺伝
子を作 成する こ とが できた ｡ こ の プラ ス ミ ドをps y T E Tと した o こ の プラス ミ ドから ､ TetAはLacZ
(β- ガテク トシ ダ
ー ゼ) の 開始± ド ンか ら翻訳されるこ と になり､ その 結果TetAの N末端に?
- ガラク
トシ ダ ー ゼ の 4 アミ ノ酸残基 (T hr-Met-Ile-T hr) が挿入されたかたちにな っ て い る ことが塩基配列から推
定される (Figure 7-2) 0
構築されたpsY T E T で大腸菌W3 1 0 4株を形質乾換したと ころ ､ 数時間後に溶蘭が認められた (data n ot
sho w n) ｡ これは1acプロ モ ー タ ー の 誘導剤であるIP T G(is oprop yl
-
P
-D-thiogalactop yr an oside) を添加 しな
くて も起 こるの で ､ 1acプロ モ ー タ ー か らのbas alな転写でもTetAが大量に発現し､ 致死的効果を与え
て い
る ことが示唆される ｡ 通常ラク ト ス オペ ロ ン の 発現は1acリ プレ ッ サ
ー が1a cプ ロ モ ー タ ー に重複するオ
ペ レ 一 夕 一 領域に結合 して い るの で抑制されて い る(37 3)が ､ W3 1 04株の染色体由来の
rlacリプレ ツ サ ー で
は マ ルチ コ ピ ー プラス ミ ド上 の1a cプロ モ
ー タ ー を十分 に抑制でき て い ないと考えられる o そこで､ ･1a cリ
プレ ッ サ ー 過剰産生変異株を用い る ことを試みた ｡ W 3 10 4株で は1acリプレ ツ サ
ー の発現は誘導性である
が ､ R B 7 9 1株は遺伝子型として1aclq% もち､ 構成 剛こ]a c.)プレ ッサ
ー を発現する変異株である o mi7 91
株 をps y T ET で形質転換 した とこ ろ ､ 洛菌は見られず､ 正常な コ ロ ニ
ー を形成した ｡
psyT E Tか らのTe仏 の産生 を確認するた め､ R B791 ′pS Y T E T株より反転膜
小胞を調製 した o 遺伝子発
現は終濃度o.1mM のIP T Gを添加 し､ 誘導した Q また同時に､ RB 7 9 1株お よびR B 791/pL G T 2株
の 反転膜
小胞も調製 した｡ なお ､ pL GT 2か らの 発現は終濃度o･2 5〟g/ml のH C T C(be aヒ
inac加 ated cblo r触 acycline)
で誘導さ れた ｡ 1 0p gの蛋白を含む反転膜小胞をs D S- *
o
リアク リルア ミ ド電気泳動に用い ､ ゲ ルをクマ
ジ ー プリリア ン け ル ー で染色 した (Figure 7-3) o その結果､ R B 7 91 /pSY T E T株由来の 反転膜小胞に
は3 5kDa付近に明瞭な太い バ ン ドが認められた ｡ こ の バ ン ドに対応する もの はR B 7 9 1株
の反範朕小胞に
は全く認め られず､ R B 7 91/pL G T2株の反範膜小胞で はわずか しか認められなか
っ た o また ､ C末端特異
抗体を用い た イム ノ ブロ ッ テイ ン グに より､ こ の3 5 kDa付近の太
い バ ン ドがTe仏 である ことが確認され
- 9 5-
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塞蔓
た(data n otsbo wn) ｡ 以上の ように､ TetA の大量発現が容易に観察されたの は本研究が初めて である｡
次に､ 反転膜小胞 へ の テトラサイクリ ン の取り込みを測定した ｡ Figu re7-4に示すようにpL G T 2由来の
反転膜小胞 よりも商い 輸送悟性 を示すが ､ 蛋白の 増加量に比べ れば静性の上昇はわずかである ｡ こ の よ
うな現象はLevyの グル ー プによ っ ても観察されており(374)､ 輸送担体が高密度に膜内にある ため に輸送
基質やH＋の局所で の濃度が ､ pL G T 2由来の 反範膜小胞の場合と比較して低下 したためとも考えられる｡
第3節 テ トラサイ クリ ン排出蛋白の 可溶化､ 精製
疎水性の 強 い膜内在性蛋白質を精製するには､ そ の第
一 段階として 目的の蛋白を界面悟性剤を用い て
可溶化する必要がある ｡ 可溶化 された蛋白は界面活性剤の ミ セ ル として 溶解して おり､ 脂質二重層に存
在して い る ときよりも不安定で ある ｡ それ故､ 更なる精製過程は迅速に行う必要がある ｡ その ためには
可溶化する前まで にある程度目 的賓白を濃縮する こ とが望ま しい と思わ れる ｡ その ために､ 菌体をフ レ
ンチ プレ ス で破砕 した後 ､ まず､ 膜画分 をシ ョ糖密度勾配遠心によ っ て 内膜と外膜とに分離 した(2 18)o
分画さ れた内膜は表在性蛋白が含まれて い るので ､ こ れを除去する ためEDTAを含む低イ オ ン強度の 潰
衝液で処理 し(219)､ 適当な擾衝液(例えば ､ 5 0mM MOP S-K O H(pE 7･0)､ 5mMチオグリセ ロ
- ル ､ 1 0%
グリセ ロ - ル) に内膜を懸濁した ｡ 分画過程で のそれぞ れの画分をs D S- ポリアクリル ア ミ ド電気泳動に
用い た (Figure 7-5) ｡ 以上の 処理によりTetAを失うことなく､ 内膜内在性蛋白の およそ3 0% 以上を
Te仏 が占めるまで 濃縮で きた｡ なお ､ 表在性蛋白除却こは ､ 5 M尿素処 乳 ある い は強アル カリ性凄衛液
(5 0mM CA P S- K O H(pH l 1.0)､ 0.1 M塩イヒカリウム ､ 1 0%グリセ ロ
- ル)処理も有効であっ た (data n ot
show n) ｡ これらの 処理 でTetAは膜画分に回収さ れたの で ､ 大量発現したTe仏 はイ ン クル
ー ジ ョ ン ボ
ディ にはな っ て い な い と考えられる｡
精製過程をより少なくするた めには可溶化以前の 濃縮操作に加え､ 目的賓白を選択的に可溶化する こ
とも重要である o TetAは終濃度1.25
0/. のオクテル グル コ シ ド (O G;n- o ctyl- β 廿 glucop yra n oside) でE DT A
処理した内膜画分か ら比較的選択的に可溶化された (Figu re7
-5) o その 他 種々 の界面惰性剤を試みた
と ころ ､ 2% Trito nX-loo(T X 1 0 0)､ 2% ドデシ)I,マ ル トシ ド(D M; n
-dodecyl
-
P
-
D
･ m altop yra n oside)､ 1･5%
M E G A･9(n- n o n a n oyl- N- m ethylgluc a mide)､ 1% M E G A
-10(n-dec a n oyl-N -m ethylglnc ami de)､ 2% ヘ プチ ルチオ
グル コ シ ド(H T G; n -heptyl- β-D
-
thioglu copyr an o side) でも同様の効果が見られた o
一 方 ､ オクチル チオグ
ル コ シ ド (OTG; a-octyl- β- D
-
thioglucop yra no side)､ M E G A
-8 (n-octa n oyl-N- m ethylgluc ami de)､ CH A P S､
cHA P S OはTetAを可溶化できなか っ た (datapot sho wn) o また､ 可溶化
の 際超廃液に0･1 Mの塩化 カリウ
ムが含まれて い るとTe仏 の 可溶化は阻害される傾向にあっ た (data n otsho wn) o
次に､ 精製法につ い て検討 したo 膜輸送体の精製には しばしifD E A E陰イオ
ン交換体が用い られてV)る
(37 5-38 3)の で ､ Te仏 の 精製 にもD E A E陰イオ ン交換体が有効.である
のか どうかを検討する ことにしたo イ
オ ン交換体はP bar m aciaの D E A E-SepharoseC L
-6 Bを用い た o 樹月旨をBioRadの エ コ ノカラム (1×1 0c m)8土
充填 し (ベ ッ ド体積はお よそ7ml) ､ 界面活性剤を含む5 0m Mトリ エ タノ
ー ル ア ミ ン ･ H Cl凄衝液 (pH 8･0)
で平衡化 した｡ こ の とき加えられる界面蒋性剤 は上 で述 べ たTe仏 の可溶イヒに有効
で あ っ たもの のうち幾
っ かを試 し､ それぞれの界面滑性剤の 臨界ミセ ル濃度 (C M C;critic al micelle co n c e ntrabo n) よりも幾分高
い 濃度で用 い た (1%OG､ 0.1% T X 1 0 0､ Oi %D M､ 1% E T G) o l･2 5% O Gで内膜を可溶イ臓 ､ 超遠心
上
清をカ ラム に添加し､ 界面悟性剤を含む5 0m Mトリ
エ タノ ー ル ア ミ ンH Cl嬢衝液 bE 8･0)約30 mi で洗浄
後､ 同凄衛液中0.5M まで の塩化 かノウム の 直線塩濃度勾配により溶出させた o 試された4種
の界面清性
剤のうち､ o.1% T X I O Oある い はo.1 % D Mを用い た場合にTetAが他の蛋 的 よく分離 して溶出され ､ 良好
な結果を得た ｡ Figure7-5には0.10/o T XI O Oを含む5 0mM b
l)エ タノ ー ル ア ミ ンH Cl嬢衝液(pH 8･0) で精
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製されたTe仏を示すが ､ か なりの純度で精製されて い る ことがわかる ｡ 0.1% DMでもほぼ同様の結果で
あっ た (data n ot sho w n) . また､ 可溶化時の界面活性剤には影響されなか っ た (data not sho w n) o
一
方､ OGある い はH T Gを含む緩衝液で は黄白の溶出がほとんど見られず､ 界面活性剤の 濃度を上げても同
様であ っ たの で ､ カラム操作の過程で賓白が非可逆的に凝集して しま っ たと考えられる ｡
以上の ように､ 可溶化か ら 一 段階で純度の高い 蛋白を得られたことはTetA の機能的な再構成にと っ て
も重要な利点である ｡ 次節で は ､ TetAのリ ポソ
ー ム へ の再構成を検訂した｡
第4節 テ トラサイ クリ ン排出蛋白の大腸菌H
＋- A T Paseとの リポソ ー ム へ の再構成
二次性能動輸送体の再構成で は基質輸送の ための エ ネル ギ
ー をどの ような形で供給するかが問題にな
る ｡ 機能的な再構成は ､ 特定の
′
エ ネル ギ ー を添加せ ず濃度勾配に従っ た基質の ダウン ヒル輸送を測定す
るか ､ ア ン モ ニ ウ ムや酢酸の拡散による人工的なH＋ の濃度勾配か ､ K＋とバ リノ マイ シ ンによる人工的な
膜電位を利用 した基質の 能動輸送を測定する ことで確認されて いる o TetA の場合 ､ 基質で あるテトラサ
イクリ ン が若干疎水性で あるため ､ 脂質二重層を拡散 して透過する性質を持っ ており(31)､ ダウ ン ヒル 輸
送を測定する ことが困難で ある ｡ ま た ､ 人工 的なH
＋の濃度勾配で は極めて 一 過性 の輸送 しか測定 でき
ず､ これも再構成系 へ 適応するの は難しい(4)o Te仏 の テトラサイ クリ ン輸送には膜電位 は関与しない(
5)
の で ､ K＋ バ リノ マ イ シ ンの系も用 いる こ とができない ｡
以上 は二 次性能動輸送体単独 で リポソ ー ム に再構成する方法であるが ､ イオン の濃度勾配を形成させ
る 一 次性能動輪送遺体をとも に再構成する方法もある . この場合 ､ バクテリオロ ドプシ ン やH
'- A TPase
が有効である ｡ Mo riya m aらは大腸菌H
＋-A T Pase(FoFl-AT Pase) の大量発現系を構築し､ 精製 したFoFl-
A T Pa seをシ ナプス小胞の神経伝達物質輸送担体とともにリポソ
ー ム に機能的に再構成することに成功 し
た(206). FoFl
- A T Paseは正菌体とは逆向きにリ ポ ソ ー ム に挿入される(3B5)D 神経伝達物質輸送担体はfI
＋
と伝遣物質の ア ンチ ポ ー タ ー であるの で ､ A T P加水分解 に依存 した神経伝達物質のリポソ
ー ム内 へ の 取
り込みが観察さ れる こと になる(20 6)｡ 従 っ て ､ こ の系はア ン チポ
ー タ ー の 再構成系として 有用である o
そ こで ､ TetAの 再構成にこの 系を用いる ことに した ｡
まず初め に､ O Gによ っ て 可溶化された私腹抽出物を精製FoFl
-A T Paseとともにリポソ ー ム に再構成し
た . 再構成の操作は第1章第3節 に述べ たように行っ た o Figure 7
-6に再構成リポ ソ ー ム の SD S- *
o
l)ア ク
リル ア ミ げ ル 電気泳動の パ タ ー ン を示すが ､ Figure7- 5 の租朕抽出物の パタ
ー ン と比べ て顕著に低分子
量 (1 6kDa付近) の爽雑物 と高分子量 (6 0 kDaお よび7 0 k Da) の 爽雑物の量が減少し､ 結果的に
Te 仏が
濃縮されて い た｡ 簡便に機能助な再構成を確認する ため に蛍光消光法によりテトラサイクリ ン に依存し
･
たH.の 輸送を観察した ｡ Figure 7-7 Aに示すようにA T P添加 により蛍光が消光し､ H
＋ が リポ ソ ー ム に取
り･込まれ ､ △pHが形成される o テトラサイクリ ン を加える と､ 蛍光強度
が回復し､ H＋が リポ ソ
ー ムの外
に排出され た ことを示して い る ｡ テトラサイクリ ン依存のH
＋ の排出は精製FoFl
-A T Paseの みの リポソ ー
ム で は観察されない (data n ot sho wn) の で ､ T 幽 によるテトラサイクリ ン/H
＋ア ンチポ ー トを反映して
い る と考え られる ｡ こ の こ と を更に確認する た め に､ Ser6 5- Cys変異体の 大量発現 プラス ミ ド､
psys 6 5Cを構築し､ 野生塾TetAと同様に可溶化 し､ リポ ソ
ー ム に再構成した o こ の リポソ ー ムもテトラ
サイ クリ ン依存のH＋の排出が観察された (Fig血re7
-7 C) o ser6 5- Cys変異体はN EM によりテ トラサイク
リ ン輸送が阻害される(4 9)｡ そ こ で ､ こ の変異体を含むリポ ソ
ー ム を予 めlI 血 のN E M で処理したと ころ ､
テ トラサイ クリ ン依存のH＋ の排出が ほぼ完全 に消失して い た (Figure 7
-7D) o 野生塾TetAを含むリポ
ソ ー ム はNE M の影響を全く受けない (Figure 7 7 B) の で ､ こ こで観察されf=.テ トラサイクリ
ン依存のH＋
の排出はTetAによるテトラサイクリ ン/=
＋ア ンチポ ー ト である ことが確認された ｡
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Figu re7
-8は再構成リボ ソ - ム によるテトラサイクリ ンの取り込みを示して いる ｡ AT Pを添加したとき
と添加 しな い ときで比較 した と ころ ､ A T P添加時に有意の テ トラサイ クリ ン取り込みが観察された o
一
方､ A T Pの代わりにN A D Eを加えた場合にはテ トラサイクリ ン取り込みは全く見られなか っ た (data not
sh.w n) の で ､ A T P依存の テ トラサイクリ ン取り込みは リポソ ー ム に組 み込まれた機能的なTetAによる
ことが確認された ｡
次に､ D E A E陰イ オ ン交換ク ロ マ ト グラ フィ
ー により精製されたTetAを精製FoFrA T Pa seとともにl) ポ
ソ - ム に再構成した ｡ Figure 7-9に示すように､ テトラサイクリ ン に依存したH＋輸送が観察され ､ 精製
Te仏が機能を保持 して い る ことが わかる｡ 精製蛋白の 再構成は初めての成功例である ｡ ま た この結果に
ょりTetAの みがテ トラサイクリ ン輸送に関わる因子である ことが確認された｡
第5節 考察
これまで ､ Te仏 の再構成を試みた例が幾つ か報告さ れて いる ｡ Hickm a n nらはTnlO てe仏 のC末端にコ
ラ ー ゲ ンリ ンカ ー を介 してβ ガ テク トシ ダ
ー ゼを融合させた蛋白をÅpLプロ モ
ー タ ー 支配下で大量発現
させる ことを試みて い る(38 6)｡ 融合蛋白はある程度大量発現し､ 抗β ガ ラク トシ ダ
ー ゼ抗体を用いる こ
とで ア フィ ニ ティ 精製された ｡ 精製融合蛋白は更にコ ラゲナ ー ゼ で 処理され､ Te仏部分の みを単離 し､
リ ポソ ー ム へ の再構成を行 っ て い るが ､ すで に悟性 を失っ て おり､ その 試みは果たせなか っ た o また ､
最近､ Alde m aらがTnl O-TetA のC末端 にポリヒス チ ジン タ グを融合させ ､ T 7プロ モ
- タ - から大量発現
させて い る(37 4)o こ の 融合費白はNi2＋カラム で簡単に精製する ことが できるという利点がある o 精製さ
れた融合蛋白は1 3-cyclope ntyl thio- 5-hydr oxy- 6 廿 deo xytetr acyclin e( 即 を用い て基質結合能を保持 して
い
る ことは確認されたが ､ リポ ソ ー ム↑の再構成は行われて い ない o
本研究で はTnl O-tetA遺伝子をpuc l 1 8 の1a cプロ モ
ー タ ー 支配下 に置き､ Jacリプレ ツサ
ー を構成的に発
現する1a cI疲 異大腸菌株を宿主とする ことで ､ TetAを安定に大量 発現する菌株を得る ことがで きた o 産
生されるTetAは ベ クタ ー のP-ガラク トシ ダ
ー ゼ の 開始コ ドン から読まれることになるの で ､ その N末端
にはβ ガ ラク トシ ダ
ー ゼに由来する 4 アミ ノ酸残基 (T hr- Met-Ile-T hr) が見かけ上挿入されている こと
になる (Figure7-2) が ､ テ トラサイクリ ン輸送汚性には影響して い ない ように見える (
Fignre7
-4) o
Te仏 の大量発現系を得た ことは ､ TetA の精製を容易にするための重要な第
一 歩とな っ た o まず､ 様 々
な界面活性剤を試したとこ ろ ､ Te仏は1･2 5% O G､ ある い は2% T XI O O､ 2% D M､ 1･5% M E G
A-9､ 1%
M E G A110､ 20/. HTGで よく可溶イヒされた o T X IOOやD MはC M Cが低い ため､ 除去しにく
い性質を持つ の
で
､ O Gを用 いて 可溶化 した後 の超遠心上清を精製FoFl
-A T Pas eとともにリポ ソ
ー ム に再構成したと ･こ
ろ ､ テトラサイク リン/H＋ ア ンチ ポ ー トが観察された (Figure 7
-7､ 7-8) o また ､ 可溶化の際､ 大腸菌
リ ン脂質を5mg/ml程度加えて おく方が比較的高い輸送活性を保持したまま再構成
ができた D TetA の精製
はD E A E陰イオ ン交換クロ マ トグラフィ
ー により 一 段階で達成された (Figure7
-5) o 一 般に､ 膜蛋白質
は脂質二 重層から可溶化される と ､ ミセ ル中で は不 安定になるの で ､ 精製
は より少ない ス テ ッ プで迅速
に行う必要がある ｡ 本研究で開発されたTe仏 の精製法はその 要求に適うもの である o 精製時
の 界面括性
剤はT X I O Oある い はD Mが最適で あり ､ O G､ fIT G では良好な分離が得られなか っ た o
桟能的再構成には成功 したもの の ､ 再構成リポソ
ー ム で 見られた輸送晴性は反転膜小胞で 観察される
輸送活性 に比較して ､ かなり低い もの であ っ た ｡ ま た､ 通常の発現系 (pL GT 2) から
の反転膜小胞での
輸送活性 に比べ ､ 大量発現系 (psy T E T) からの反 転膜小胞で の輸送活性は､ Te仏 発現量
が 著しく増加
して い るわりには上昇の程度が小さ いもの であ っ た (Fi即 re7
-4) o これ らの結果 に対して ､ Te仏 の大部
分がイ ン クル ー ジ ョ ン ボディ を形成 して い る可能性も考えられたが､ 内膜を5 M尿素
で処理 してもTe仏 は
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可溶化され なか っ たの で ､ 膜内在性の ままであると結論された ｡ 反転膜小胞で は､ 局所的な基質濃度や
Ⅱ＋濃度が蛋白に対 して飽和 して しま い , 相対的に輸送晴性が低くな っ て しま っ たとも考えられるが ､ 可
溶化 ､ 精製後の低 い晴性に対して は 一 部のTe仏がその 過程で失惜 した ことが考えられる ｡ こ の点､ 精製
法に改良の 余地 を残して いる ｡ い ずれにせよ ､ Te仏 の 大量発現か ら始ま っ て ､ 可溶化 ､ 精製､ 再構成の
系を確立した こと は本研究が初めて で あり､ 今後の 更なる改善の ため にも重要な礎 を築い た こと にな
る . また ､ この系で 迅速且 つ 大量にTetAを精製する こ とができるの で ､ 3次元結晶化の た めの材料を捷
供するの にも好都合であると考えられる ｡
また ､ 再構成系の確立は蛋白の 構造と機能の物理 化学的測定にも道を開くことになると考えられる ｡
バク テリオ ロ ドプ シ ンや ロ ドプシ ンは倶蛋白質の 中でも物理化学的研究が最も進ん だ黄白と して知ら
れ､ N M R､ ES R､ F T-IR､ 共鳴ラマ ン と い っ た分光学的解析が なされ､ 詳細なH＋輸送横棒や光照射後の構
造変化が解明されて い る(38 8
- 390)｡ 二次性能動輸送体にお いて はまだ このような測定法は 一 般的ではな い
が ､ TetA蛋白の 動的な変化の 追跡に応用されることが期待される｡
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第8章 テ トラサイ クリ ン排出蛋白とジヒ ドロ 葉酸還元酵素 ､ β - ラク タ マ
- ゼとの融合蛋白の作成､
機能解析と精製
第1節 は じめに
第7章で も述べ たように膜蛋 白質の 立体構造が3 次元結晶の Ⅹ線構造解析 により明らか にされた例は
少な い ｡ 構造が解明された蛋白の多くは複薙なサ ブ ユ ニ ツ =阻成をもち ､ その中には疎水性の強い膜内
在性成分ばかりで なく､ 膜表面 でそれらと結合する 親水性のサ ブ ユ ニ ツ ーをもっ て いる こ とに気付く o
この ことか ら､ 疎水性の膜内在性蛋白だけで は3次元結晶をつ くりにく いが ､ 特異的に結合する親水性
蛋白が存在する こ と によ っ て 3次元結晶化が促さ れる と考え られる ｡ 事実､ Iw ataらはPa ra c o ccロS
denibl
･
fic an sの チトク ロ ー ム c酸化酵素の結晶を特異抗体のFv断片とともに作成しており(366)､ 黄白の親
水性部分を多くする こ とが結晶化を促進させて い るこ とを裏付けて い る｡
TetAは単 一 の ポリペ プチ ド鎖からなり､ その推定二次構造 (Figure 3) からも親水性領域に露出した
部分が少なく､ 非常 に疎水性が強い ことが伺える o 従 っ て ､ Te仏 の3次元結晶化は非常に困難である こ
とが予想さ れる ｡ そ こで ､ 蛋白の 疎水性を改善する手段と して ､ 本研兜で は親水性の酵素をTetAに融合
する ことを試みる ことに した｡ 可溶性酵素と して は ､ 3次元結晶構造が既知の ､ 大腸菌染色体性の ジヒ
ドロ葉酸還元酵素 (D H FR)(3 91,3 92)およびプラ ス ミ ド性のTE M lβ-ラク夕 マ
- ゼ(3 93)を選び､ それらの
遺伝子をtetA遺伝子た融合し､ 融合煮白の大量発硯プラス ミ ドを構築する ことを試みた o
第2節 融合蛋白大量発現系の構築
ジ ヒ ドロ 葉酸還元酵素 (D H F R) につ い て は､ Te仏 の N末端 へ の 融合黄白 (D H FR
-Te 仏) とTetAの C
末端へ の融合蛋白(Te仏 - D H FR) の 2穫類の 発現系を､ T E M lβ
- ラクタ マ - ゼ に つ い て はTe仏 のC末端
へ の 融合蛋白 (Te仏 -β -1acta m ase) の 発現系を構築する こ とにした o 大腸菌染色 体性
のD H F R遺伝子
(fo]A) は ､ 工業技術院の 巌倉正寛博士より分与されたプラス ミ ドpT P 70
-i(210･211)に コ ー ドされるものを
用いた . T E M 1β
- ラクタ マ - ゼ遺伝子はクロ ー ニ ン グ ベ クタ
ー
pU Cl1 8にコ
ー ドされるものを用い た o 融
合遺伝子は主に適当な制限酵素切断部位を遺伝子両端 に導入し､ 2 つ の 遺伝子を連結さ
せ作成 したo 制
限酵素切断部位はK unkel法による部位特異的変異導入により導入した Q こ の際､ Table 8
- 1に示 した合成
オリ ゴヌ クレ オチ ドを用 い た ｡
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●Table 8- 1. M tltage nicp m m er s u s ed fo r c o n str u ctio n ofpl且S mids c a r ryingftlSio nge n es･
Asterisks(*)and underlin esindic ate mis m atcehs andn ew restriction sites,r e spec血vely･
･prim er Nu cleotide sequen ce Note
= Template:pu c ュ18;
pU C NdeⅡと
PU C Bgll m
pU CAorI264
LR
PU C Salュ1 O7 4 R
AorI1258 R
D N deI
D Aod
5
I
_ T G G T C A T A T G T G T T T C C T- 3
I
Ⅳdeエ
* * * *
5I - G A A T T C G A G A T C T G G G T C 且T A- 3I
Bg1= =
★★ ★
5
-
_ G G T G A GC C T A A C A G G A- 3
I
Åo r51H エ
☆ ★
5
I
- A T A T 以唱望⊆旦塾⊆T T G G T C- 3
.
βaユエ
★
5' - A A C T 迎 T G T C T C- 3 .
A o r51tl =
★ ★ ☆
5
.
- A G G A A C T迦 ;A T C A- 3
.
Ⅳdeエ
★ ★ ★ ★
5I - A G G A G GBLA G ⊆G e 2A T G A T C A G- 3
I
且o ヱ･5 1 H エ
N delo v erlapsA T G forlacZ･
Te mplate:pU Cl18;
Bgml is intr oduced before
site. N -te minal(M m T-)
M rQIS- .
Ec oRI in m d ticlo ning
of LacZ is calmged to
Te mplate:pU C l18;
Aor51 和 is introdu ced onthe region COreSPO nding
to a signalsequ en ce of A-1acta皿 aSe･ Phe(-2)is
changedto Ser･
Te mplate:pU Cl18;
salt is introdu ced behind the stop codon for軒
1acta mas e.
Te mplate:pC Tl184;
Ao r51H I is intr o血ced on the 3
- e nd(codo n5for
ser400- Ala401)of the tell gene･ No amin o acid
changes･
Te mplate:pDIi A51;
Ndelo v erlaps A T G for oIA･
Te mplate:pD HA 51;
Ao r51Ⅰ丑is ntroduced before A TG forjToIA･
Figure 8-1は ､ D H FR
- TetA融合蛋白遺伝子を1acプ ロ モ
ー タ ー 支配下に コ ー ドする プラスミ ド､ PU FD T
の構築方法を示 して い る ｡ 簡単に述べ る と､
①pT P70-1はssD N Aを調製する こ とがで きない の で ､ こ の プラス ミ ドからfo]
A遺伝子を含むHindIIt-
Aor5 1 H I切断断片を調製し､ pU C 1 18のHincII
-HindIIIベ クタ ー に挿入し, pD HA51を構築した ｡
②pD ⅡA 5 1を鋳型と して ､ D N deIプライ マ
ー を用い て 変異導入を行い ､ D H F Rの 開始コ ドン に重複する
N deI切断部位をもつpD E A 51 Nを作成した ｡
③pu c 1 18を鋳型と して ､ ,U CBgl工IRプライ マ
ー を用い て変異導入を行い ､ マ ル チク ロ ー ニ ン グサイ ト
のEcoRI切断部位の 前にBg]II切断部位をもつpU C 1 18Bgを作成した ｡ こ の プラ
スミ ドで はLacZの N末端が
Met-T hr-Met-Ile-T hr- からMet-T hr-Gln-Ile
-Se r一に置換さ れて いる ｡
&cT 11 8 4からtetA遺伝子 を含むEcoR ”a mHI切断断片を調製し､ pU C
l18BgのEc oRI
-Bam HIベ クタ ー に
挿入 し､ ps Y T E TBgを構築した ｡
⑤pu.cl1 8を鋳
型 と して ､ pU C NdeIRプライ マ
ー を用い て 変異導入を行い ､ L acZ の開始コ ド ン と重複す
るN deI切断部位をもつpU C1 1 8 N dを作成した｡
⑥pu cl 18 N dのN deI-Hl
･
ndIIIベ クタ ー に､ pD HA51 Nか ら調製されたN deI
-Bgl[Ⅰ切断断片とpsy T E TBgから
調製されたBglII･HindII減 断断片とを挿入し､ pUF D Tを構築した o
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Figure 8･l･ Co nstm ctio n of ptJF D Te n c oding
the D 耶 R･TetA fusio n protein･ pTP 70
-1(210, 211)
en c ｡desthe E. c olt chr. m ｡s ｡m al D t mgen e(声IA). For m utagen esi , the pro m oter
-less/OIAge nefro m
pTF70-1 w as subclon ed inpUCl18, r esul tinglnPD H A 51･ Underlin
esindic ate ne w resbiction sitesintmdu ced
by site-directed m utagen esi ･ pD H A 51 N hast e N del si
te which o v erlaps dieA T Gcodon forD H 汎
pu c l18Bg andpU C l18 N dare eriv a血vesofpU Cl18
which hav etheBglⅡaite a nd the Ndelsite upstre a m of
the Ⅲul dclonlng Site, respe cdvely･ pS Y T ET Bg w as co
n stru cted by cloningdieEc oR I
-Ba mHItelA fr agm ent
fr o mpC Tl184to pU C l18Bg･ PU F DT w as c on stru
cted bythe cojnsertion ofthe N deI
-BglII/old fragment
fro mpD HA 51Nand the BglII
- Hind=Itell fragm entfro mpS Y T ET BgtoPU C118N
d
･
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Figure 8-2は ､ TetA-D H FR融合遺伝子を∫acプ ロ モ
ー タ ー 支配下 にコ ー ドする プラ スミ ド､ pU F T Dの構
築方法で ある ｡
①pc T l 18 4を鋳型と して ､ AorI1 2 5 8 Rを用い て変異導入を行い ､ TetA のC末端ser400
-Ala40 1の コ ド
ン に重複するAor5 1 HI切断部位をもつ pC T l 1 8 4 Aを作成した ｡
②pD H A 51を鋳型として ､ D AorIプラ イマ
ー を用い て 変異導入を行い ､ D B FR の開始 コ ドンの 直前に
A｡r5 1 HI切断部位をもつpD H A 5 1 Aを作成した｡
①pu c l18のEc oRI-KpnIベ クタ
ー に , pC T l 1 84 Aから調製されたEc oR トAor51 HI切断断片とpD E A 5 1 Aか
ら調製されたAoT5 1 HI-KpnI切断断片とを挿入し､ pU F T Dを構築したo
Figu re8
-3には､ TetA- P-1acta m ase融合蚤白遺伝子を1a cプ ロ モ
ー タ ー 支配下に コ ー ドするプラス ミ ド､
pHF T Bの構築方法を示した o
①pu c l18を鋳型として ､ pU C AorI264Rプライ マ
ー とpuc salllO 7 4 Rプライ マ
ー とを用 い て 変異導入を
行い ､ pU Cl 18A Sを構築した o こ の プラス ミ ドは､ β う クタ マ
- ゼ の シ グナル配列切断部位近傍に対応
する遺伝子領域 にAo r5 1 Ht切断部位をもつ o その結果､ シ グナル配列中のP he(
-2)がSeTに置換されるが ､
ァ ン ピシ リン耐性 に顕著な影響は見られなか っ たo また ､ 終止 コ ドン下洗にSa]I切断部位が導入されて
い
る ｡
②ク ロ ラム フ ェ ニ コ ー ル耐性遺伝子を有する マ ルチ コ ピ
ー プラス ミ ドpH S G 3 9 8のEc oR トSa]Iベ クタ
ー
に､ pC T l 1 8 4 Aから調製されたEcoRI
- Ao 別 HI切断断片とpu cl 18 A Sから調製されたAo r5 1 HI
-Sa 欄 断断
片とを挿入し､ pHF T Bを構築した ｡
Figur e8
-4に3種の融合遺伝子か ら発現する融合蛋白の ア ミノ 酸配列の
一 部を示 したo
構築された3種の融合遺伝子か ら融合蛋白が大量発現するかを確認するために､ それぞれ
の プラス ミ
ドを大腸菌R B 7 9 1株に導入し､ 終濃度o 止M のIP T Gで2時間誘導後､ 反蘇膜小胞を調製した o Figu
re 8-
5はそのS D S-ポリアクリル アミ ド電気泳動パ タ
- ン である o 3種の プラスミ ドいずれからもそれぞれの融
令蛋白が ､ pSY T ETか らのTetAの大量発現 (Figure 7
-3)(395)に匹敵する程大量発現して いるのが確認さ
れ7= ｡ 融合蛋白の分子量は ､ D HF R
I TetAが約61 k Da､ TetA- DH FRが約64kDa､ TetA サ 1acta m as eが約
7 0kDaと推定された ｡ Te 仏 の C末端 に対する特異抗体 を用い てイム ノ ブ
ロ ッ テイ ン グにより融合賓白の
検出を試みたとこ ろ ､ D H F R- TetAに対応する蛋白しか検出されなか っ た (data notsho w
n) o 一 方､ 第7
章で陰イ オ ン交換ク ロ マ け ラ フイ
一 により精製されたTetAを抗原と して調製された抗血清は､ す
べ て
の融合蛋白と反応 した (data n ot sho w n) o 従 っ て ､ TetA-D = F Rお よびTetA
-
P-1acta n aseで は エ ビ ト プ
部分以 降にもペ プチ ド鎖が続い て い る ので ､ 高次構造が 変化したため にC末端特異抗体
で 検出さ れな
か っ たと考えられる ｡
次に､ 融合蛋白が活性を保持して い るか どうかを検許した ｡ まず､ F如 re8
-6で反蘇膜小胞での テトラ
サイクリ ン 輸送活性を測定した ｡ いずれの融合蛋白にお い て も輸送悟性が認め られ
たが ､ TetA の輸送活
性よりも低下する傾向にあっ た o 特にTetAサ1acta m a se融合費白の テトラサ
イク 1) ン輸送暗性はTetA の
半分程度であり顕著であるが ､ テトラサイク
l) ン輸送を保持 して い たことは親水性酵素部分がTetA部分
の コ ン フ ォ メ - シ ョ ン に致命的 な影響を与えて い な い こと を示して いる と考えられ
る o 次に､ それぞれ
の酵素清性を測定し､ Table 8
-2お よびTable 8-3にまとめた o
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Table S･ 2. D ihyr ofolate r eductase(D E F 温)a ctivity ofs oltlble a nd m e mbr a n efr a･ctio n sfr o m
v a riollSE. c olic ells. Cells w eredis ru oted by passlng throughaFren chpress 町e Celland unbroken cells w ere
re mo ved. A fter ultr ac entdfugation , the supe m at nt(s olllble fraction)w as separated with French press vesicles
(m e mbran efracdo n)･ DI 肝Ra c血vity w as m easured in 5 0 血M K Pi h dfer(pI‡ 7･0) c ontaining 50JIM
dihydrofolate, 60yM N A D P Hand 12m M 2
- m e r c apto ethanol at3 0
o
C･ The reactio n rate was m o nitored at340
Ⅱm . on e tmitof the en zym eisdefin ed asthe am o u ntofthe en zym e requiredtopro血 ce1pm oloftetrahydrofolate
permin, u sl ng a m Olar e31tin ctio n c o efGcie ntof Il s× 10
3 Ml lfor calculatio n･ Specific a血vlty Of the en zymeis
defin edas u nitsper mg ofpr otein .
Specificac也vity(也 ts/mg pr otein)
E. c olicells
Solublefra c血on Me mbr an efhc丘on
Ⅰ‡B101/pT P70-1
RB 791
R B7 91/pU f D T
RB7 91/pU m
74.1 0.13
0.1 1 0.07
0.10 1.8
0.10 1.9
Tab le 8･ 3. 軒Iactam &se a ctivity of s ol皿ble a nd m e mbr a ne fr actio n sfr o m v a riotlSE･ c olt
c ells. Soltlblefraction a nd m e mbran efractio n w ereprepared asdescribed in Table 8-2･ β-1actam ase activity w as
m e as ured in 50m M K n buffer佃H 7.0)co ntaining200pM be n zylpenicillin 甲C G)or ceph alothin(C E T)and 12
=iM 2- m e r c aptoethan olat30
o
C･ The re actio n rate w as m o nitored at235n m･ On e u nitof the en zym eisdefinedas
the am o untof the en zyme requiredto hydrolyze1ym olofP-1a cta m per min,., singa m ola r extin cdo n coefficient
of 0.94× 103 Ml (P CG)or7.2 × 103 M -1(GE T)for calculation ･ Spe cific activity of the en zymeisdefin ed as
u nitsper mg ofprotein･
Specific a c丘vity(mits/mg pr otein)
E. c oltcells PC G C E T
s.lublefrac也on Me mbran efr action Solublefr actio n Me mbran efra c血o n
T G lノpU C l18 92･0 0 5･0 0
R B 791 0 0 0 0
R B791/p - O 7･7 0
0･7
D H F R-TetA融合蛋白およびTetA-D H FR融合黄白のD HFR清性､ TetA サ1actam ase融合蛋白のβ- ラクタ
マ - ゼ活性 は､ それぞれpT P 7 0･ 1から発現される遊離のD H FR の悟性､ pu c l18に由来するβ
･ ラクタマ -
ゼ の悟性 に比べ著 しく低い ｡ こ の 結果は ､ D H FRやβ
- ラクダ マ
_
- ゼ はN末端ある い はC末端N末端が周
定されると酵素暗性が 阻害され る ことを示 して い る と考えられる ｡ いずれに しても､ 有意の テ トラサイ
クリ ン輸送活性およびDfIF R活性ある い はβ
- ラクタ マ - ゼ活性が認められたの で ､ TetAに類似した コ ン
フ ォ メ - シ ョ ン を融合費白も採 っ て い ると判断した ｡
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第3節 融合蛋白の 精製
融合蛋白の3次元結晶を作成する ことを目指 し ､ その 精製系 につ い て検許 した ｡ Te仏 はD E A E陰イ オ
ン交換クロ マ トグラ フィ ー 一 段階でか なりの 精製度で精製する こ とができた(3 94)が ､ D H FRITetA融合蛋
白およびTetA- D H F R融合蛋白は同様の方法で良好な分離が得られなか っ た (data not sho w n) の で ､
･
別の
方法を試みる こ と にした ｡ D H F R の酵素活性はメ トトレ キ セ - ト (M T X) に よ っ て 阻害さ れるの で ､
MT Xをリガ ン ドと した担体によりD H F Rをア フィ ニ テ ィ精製する ことが可能である(21 1)｡ 現在､ sigm aよ
りM T X-ア ガロ - ス (M T Xをsepba rose4 BにCN Br法により固定化 したもの) が市販されており､ 額用され
て い る ｡ そこ で ､ D H FR融合蛋白の精製にM T X･ ア ガ ロ - ス を用い ること にした ｡ 担体をBio-Radの エ コ ノ
カラム (1XI Oc m) に充填し (ベ ッ ド体積 はおよそ7ml) ､ 0.1% D Mを含む緩衝液 (1 0mMリ ン酸かリウ
ム (pH 7.0)､ 1 M塩化カリウム ､ 0.1mM E D T A､ 1 4m M β-メ ル カプト エ タノ ー ル) で平衡化 した ｡ 2%
T X I O Oあるい は2% D M でE D T A処理された内膜画分を可溶化し､ その超遠心上清をカラム に添加し､ 同
媛衝液約3 0ml で洗浄した ｡ 次 い で ､ 3mM葉酸を含む同潰衛液約2 0mlを用い てM T X- アガロ - ス に結合し
て い たD H FR融合蛋白を溶出させた ｡ こ の 方法に より､ D E F R融合蛋白は特異的にM T X- ア ガ ロ - ス に患
合し､ 葉酸 によ っ て溶出され､ ほぼ完全に精製され るが ､ その溶出パ タ ー ン はブ ロ ー ドになり､ 結果的
に蛋白濃度が低くなっ て しま っ た ｡ Figure8 7にTetA-D H F R融合蛋白の 精製過程の各画分のS D S- *
o
リアク
リ ル ア ミ ド電気泳動 パ タ ー ン を示 した ｡ 精製 さ れた融合 蛋白の 濃度はo.2m g/ml程度 で あ っ た‾｡
D王iF R-TetA融合黄白につ い ても同様の 結果であっ た (data n otshow n) a
こ の対処法と して ､ (1)塩濃度を変えて みる ､(2)カ ラム の ベ ッ ド体積を小さくする ､ (3)カ ラム のサイズ
を太く短い もの にする ､(4)バ ッ チ法での精製を試みる ､ な どが挙げられ ､ 今後の検討を要する ｡
また､ TetA-P-1actamase融合蛋白の精製につ い ても検討中であるが ､ Sigm aよりm - アミノ フ ユ ニ ル ポ ロ
ン 敵 アガロ - ス ､ ペ ニ シ ロ イ ン酸- ア ガワ ー スが ､ ホクスイ プラウ ンよりイモ ビライズ ドア ンピシ リナ
-
ゼが市販されて おり ､ ア フィ ニ ティ 精製 ､ イ ムノ ア フィ ニ ティ精製が可能な状況と な っ て いる ｡
第4節 考察
本章で は ､ 現在まで にⅩ線結 晶構造解析により立体構造が解明されて い る膜蛋白質が比較的親水性部
分を多く含んで い る ことに着目 し, TetAに親水性酵素を融合 した蛋白を作成する ことに した? これによ
り ､ 親水性酵素部分が結晶化の ための ｢たね+ となり ､ 結晶化が促進する と考えられる ｡ こ の 発想は､
para co c m sdenl
･
trifl
･
c a n sQ)チ トク ロ ー ム c 酸化酵素の結晶化にお い て も実証され､ Iw ataらは特異抗体のFv
'
断片とともに結 晶化 ､ Ⅹ線結晶構造解析 に成功して い る(3 66). また ､ priveらも大腸菌ラク ト - ス輸送体
の中央に大腸菌のチ トク ロ ー ム b562を挿入 した融合蛋白を作成し､ 結晶化を目指して いる(
39 5)
o
本研究で は親水性蛋白と して 大腸菌の ジ ヒ ドロ 葉酸還元酵素 (D HFR) とプラスミ ド性T E M 1β- ラクタ
マ - ゼ を選 び､ 3種の融合蛋白 を作成 した . こ れら 2 つ の酵素はすで にⅩ線席晶構造解析が なされてお
り ､ 詳細 な立体構造が明らか にされて いるもの である(3 91- 393)｡ 作成された融合蛋白はい ずれも膜に組み
込ま れ､ テ トラサイクリ ン 輸送活性を保持 して い るばかりで なく､ D H F R滑性ある い はpう クタ マ
- ゼ
活性を保持してお り ､ 酵素の融合がTe仏 の機能に致命的な影響を与えて い ない と判断さ れる｡ また ､ 当
研究室で はヒ トP一 糖費白 (M D R l) の 2 つ のA T P結合部位をTe仏の中央ル ー プ領域とC末端 に挿入した
融合蛋白が作成され､ 顕著 なレ ベ ル の テトラサイクリ ン耐性を与える ことが観察 されて い る(39 6)o 従 っ
て ､ TetA の親水性領域 (中央ル ー プ領域とC末端) へ の比較的大きな ペ プチ ド
.
の挿入はそ れほど蛋白構
造に影響しな い と言える ｡
ー 1 1 4-
94k
67k
43 k
3 0 k
20.1k
1 4.4k
* TetA- D H FR
轟<SGVqS#
i
1
0
,
4
:b
h
t
B
:BPS
#
柴
Figtlr e8･7･ Ptlrific atio n of TetA
･ D ⅡF R fusion pr oteins･ Fre nch press v esicles w ereprepared
fro m E. c oli R B 791/PU FT Dcells afterindu ctio n ofthe gen e e xpression with 0･1 m M IP r G･ I
n n er
m e mbr an es w ere s eparat d &om outer m e mbra nesbysu cro sedensity gardientce ntrifugatio n, and w
ashed
with a lo wio nic strengthbuffer co ntainlng O･5 m M EDT AI A fter s olubiliz atio n wi th
2 % dodecyl
m altoside (D M), TetA-D H F R fusio n proteins
l
w erepurified witha組nity chr o m atography using
m ethotre x ate(M T X)- agaros egels.
ー 115 一
2種類のD H FR融合蛋白につ い て ､ M T X- 7ガ ロ - ス によ るア フィ ニ ティ 精製を試みた ところ ､ ほぼ完
全に精製蛋白が得られるものの その 濃度は低く､ 幾 つ かの 点で今後検討し 削ナれぼならない ｡ ♂
- ラクタ
マ - ゼ融合黄白も市販されて い る担体を用い て ア フィ ニ ティ精製が可能であるが ､ 現在検討中である ｡
最近は種々 の 融合蛋白作成用の ベ クタ ー が各社 (p barm acia､ Clontecb､ No v agenな ど) か ら市販されて
おり､ 様 々 な膜蛋白質の ワ ン ス テ ッ プ精製に用い られて いる(3 76,3 8 8397
･40 3)｡ アルカ リ性フ ォス フ ァ ダ ー
ゼ､ β
- ガラクトシ ダ ー ゼ ､ マ )i, ト ス結合蛋白､ グル タチ オ ン ･S- トラ ンス フ エ ラ
ー ゼ ､ 緑色蛍光蛋白な
ど別の蛋白を融合させるもの や ､ ポリ ヒスチ ジン タ グを融合させるもの などがあり､ またそれ に対応す
るアフィ ニ ティ担体も市販されて い る ｡ 結晶化は微妙な条件によっ て左右されるの で ､ Te仏 に つ い ても
様々 な融合蛋白を作成 し､ 結晶イヒを検討 して い く必要があると思わ れる ｡
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第9章 tetA遺伝子の 二分割と分割遺伝子の 同時発現
第1節 は じめに
Te仏 に限らず､ 多くの1 2回膜貴通型二次性能動輸送体やA B C輸送体に属する 一 次性能動輪送体は､ N
末側6本の 領域 (α 領域) とC 末側6本の 領域 (β領域) とがア ミ ノ酸
一 次配列にお い て相同であるの
で ､ それ ら は 6本の 膜貴通領域 の みを コ ー ドする単 一 の 遺伝子が重複 して進化 したとするta ndem
duplic atio n説が
一 般に受け入れられて い る(39-4 0). こ の ことはまた ､ 1 2本の 膜貫通領域が ひと つ の ポi]ペ
プチ ドを形成せず､ 6本の みの ユ ニ ッ トでも機能しうるこ とを示唆して い る ｡ 寛際､ 幾 つ か の輸送体で
は､ 同 一 の あるい は相同な6本 の 膜貫通領域か らな る蛋白が 2分子会合 し､ 物質輸送を仲介 して い る ｡
更にこの ことから ､ 現在1 2本の 朕貴通領域をも つ 蛋白が人工 的に2 つ の6本の騰貴 通領域からなる断片
に分割されても機能を保持する可 能性が考えられる ｡
Levyの グル ー プはTe仏 にお い て ､ α 領域 ､ β領域の それぞれ に機能的欠失をもたらすア ミノ酸置換が
ある2種の 変異蛋白を同 一 の細 胞で同時に発現させ ると機能的な相補が 起こり ､ テトラサイ クリン 耐性
を回復する ことを報告して い る(7 0-7 3)｡ この 結果は別々 の ポリペ プチ ドから正常な α 領域とβ領域とが供
与され､ 機能的な蛋白分子が形成されて いる こ とを示唆し､ Te仏 は二量体で機能して い るとする根拠に
な っ て い る(7 2)｡ こ の 結果はまた ､ TetAが 二 分翻されて も機能を保持する こと を示唆するが ､ 実際､
Rubin and Levyは ､ tetA(B)遺伝子中央に4塩基が挿入される フ レ ー ム シ フト変異を導入しても野生型の2 0
%程度の テ トラサイクリ ン耐性 を与える ことを観察 し､ 二分部蛋白が機 能を保持する ことを報告 して い
る(74)｡ しか し､ こ の報告で は､ 4塩基の挿入か ら考えて正常な黄白は産生されない と言えるが ､ α 領域
ペ プチ ドとβ領域 ペ プチ ドが検田されて い な い ｡ ま た ､ β領域 ペ プチ ドの開始点が明確にされて い ない
な どの 問題点を残して い る ｡
そ こで ､ 本研究で は ､ TetA のα 領域と β領域を明確に二分害幡現させる ことを考慮 し､ tetA(B)遺伝子
を二 分害uLて α 領域 ､ β領域に対応する遺伝子領域 をそれぞれを別々 の]a cプロ モ
ー タ ー 支配下 に置き､
それぞれの 単独発現プラス ミ ドお よび同時発現 プラス ミ ドを構築した . α 領域 ､ β領域は単独でもテ ト
ラサイ クリ ン輸送を仲介するの か､ 両領域が分封さ れた場合 に輸送活性 は保持されるの か に つ い て ､ ま
た ､ 繍胞質膜 へ の分子集合につ い て 検討した ｡
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第2節 二 分蕃T]tetA遺伝子の単独及び同時発現系の構築
α 領域 ､ β領域それぞれの単独発現プラ スミ ドおよび同時発現プラス ミ ドの構築はFigure 9-1に示すよ
うに行 っ た o こ のとき用い られた合成オリ ゴヌク レオチ ドをTable 9-1にまとめた ｡ 変異導入はKunkel法
に従い行 っ た ｡
Table9･ 1. M utage nic pm m e r s u s ed fo r site･ directcd m Ⅶtage n esi ･
●
Astehsks(*)andu ndedin esindicate mis m atcehs andn e w restriction sites,r espectively･
Prim er Nu cleo也de sequen ce Note
S B G R
B2 G R
* * * * * * *
5
'
_ T T T A 且礼T A A A GGG A TC C A G G C C T A G T T C G A T T G- 3
I
Ba mH = S tu=
☆ ★
5 1 _ T C C A G T C G G A G A T C T G T C G T G C C- 3
I
Te mplate:pC T l184;
A stop c odo nisintroduc ed at the 2 01st
codon. Ba mt8and Stul areintroduced
behindthat.
Te mplate:pCT l182;
Bg荘Iis introdllCed upstr e m of the lac
Bgl I = prom oter･
α 領域単独発現プラス ミ ド､ ps y T E Tα は次の ような手順 で構築した ｡
①pc T l184を鋳型と して ､ S B G Rプライ マ ー を用い て 変異導入を行い ､ 2 01番目の コ ド ン が終止 コ ドン
に変わり ､ その 直後にBa mHIおよびstuI切断部位をもつpCT l18 α を作成したo
②pc T 1 18α をEcoR IとBa mHI で消化後､ o n
'
領域 ､ Ampマ ー カ ー を含むベ クタ
ー 断片と α 領域を コ ー ド
する領域 (tetA(α) を含む断片を調薬し､ それらを連結させ ､ pS Y T E Tα を構築した.
β領域単独発現プラス ミ ド､ ps Y T E Tβの構築は次の ように行っ た o
①pc T l 1 82を鋳型と して ､ B 2GRプライ マ ー を用 い て変異導入を行 い ､ 1acプ ロ モ
ー タ ー 上流にBgl工Ⅰ切
断部位 をもつ pC T l1 8βを作成 した ｡
②pc T 1 1 8βを Ec oR Iで 消化後 ､ そ の ベ ク タ ー 断片 の みを調製 し､ セ ル フライ ダ
ー シ ョ ン させ ､
ps y T E Tβを構築した ｡
α 領域とβ領域の同寿発現 プラス ミ ド､ ps y T E Tα /βの構築は次の ように行っ た o
①pL G 3 3 9(207) のEcoRI切断部位がBglIIに変えられたpL G 3 3 92(51)のBg]II
･BamfIIベ クタ ー に ､ PSY T E Tβ
から調製されたtetA(β)を含むBg]II
-Ba mHI切断断片を挿入 し､ PL G T E TPを作成した o
②ps y TET α をstuIとBa mHI で消化して ベ クタ ー を調製し､ pL G T E TβからKm マ
ー カ ー とtetA(β)を含む
pvuIトBa mHI切断断片 を調製 し､ それらを連結させ ､ pS Y T E Tα /βを構築した o
la cプ ロ モ ー タ ー が同
.
- プラス ミ ド上 に2 つ存在する と ､ それらの間で相同観み換え を趣 こすことが考
えられる ｡ これ を回避するため に､ pS Y T E Tα /βには2種の 薬剤耐性マ ー カ ー (AmpとKm) が組み込ま
れて い る ｡
それぞれの プラス ミ ドの]a cプ ロ モ ー タ ー 下流域の塩基配列の
一 部と ､ それに対応するポリペ プチ ドの
ア ミ ノ酸配列の 一 部をFigu re 9-2に示 した o α 領域 ペ プチ ド､ β領域ペ プチ ドともβ
- ガラク トシ ダ ー ゼ
の 開始コ ド ン を利用するの で ､ それに由来する 4ア ミ ノ酸残基がN末端 に挿入されて いる こ とが予想さ
れる ｡
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Amp
pCT llミ84
tetA
P/a c
EcoRI
Bg/II
EcoRI
tetR
ネ
β∂m 川
utagen e si
Ec oR[
EcoRI
Mutage n e si
Amp
pCTl 18α
P)a c
tetA(α)
te胴
Bg1-' 与
βamH1
塵 出L
Stut
EcoRト＋Ba m川
3.1 kbve ctorfragm e nt
&
6 0 5bpin senfragm e nt
与li9atio n
Amp
pSY r F rα
tetA(α)
P/a c
与
βam川
StuI
Ec oRI
StuI＋Ba mHI
3.7kbv¢ctor什agm e nt
Bg^ I
Ec oRA
Bg^ I
塵乱
EcoRl
Amp
pCTl 1 82
teLA
Plac:
tet月
?
βa m川
Ec oRI
utage n e si
Amp
pCTl1 8β
teLA
P/a c
BgnI
li9atio n
PJa c
Km
(STUB/Pv ulI)
teZA(α)
P/a c
Ec oRl
pSY T E Tα/β
tetA(β)
Amp
tetF7
βa m川
EcoRl
&R'
4kb ve ctorfragm ent
与s elf-Iigatio n
A mp
PSY T E Tβ
tetA(β】
/ac
1 kbins ert
βamHl
1gAl＋ 由 mHl
付a白m e nt
Bg^ 1
/
βamHl
Km
pLG3 39 2
与
P 山I
Bg^ I＋Ba mHl
5.8 kbve ctor
3.7kb ins ert
fragm ent
PvuLI＋Ba mHI
B9I[I
Ec oRI
P/a c
Km
rlgatio n
PLGTE Tβ
teL4(β)
β8 mHl
fragme nt
Pvu11
βam HI
Figu r e9-l･ Co n structio n ofpl乱Srnids ca rrylng
the - gen efragm ents･ pCT l18α co ntains
a stop codon at■
the 20lstposition, c o n stru cted fr o mPC Tl184 bysite
-directed m utage nesi ･ pS Y T B Tα w asco nstru cted by
the
inse,lio n of dieEc oRI-Ba mt nelA(α)fragm entfro mpC T l18α to the EcoRI
-Ba m和 v ecto rfragmentfro m
pc rl18α ･ pC Tl18βhasthe BglIIsite upstre am of thelacpro m ot
er
･
c o n stru cted from pC rl182･ pS Y TE Tβw as
co nstru ctedby self
-ligatio n of the Ec oRI fragm entfro mpC rl
18P･ T he BglII- Ba mHItelA(β)fragm e ntfro m
ps yTE Tβw astr an sferredto pL G 33 92(51), resul tingin PL G
T ETβ･ pS Y T E Tα/βw as co nstructed byhgatio n of
thesiuI- Ba mm v ectorfragm entfro mpS Y T ETα a nd the PvuII
- Be mⅢ insertfragm entfro mPL G T E Tβ･
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第3節 二 分剖蛋白の発現
構築された 3種の プラス ミ ドはそれ ぞれ大腸菌R B7 91株に導入された｡ 蛋白の発現を確認するため､
それぞれの反範膜小胞を調製 した ｡ こ の 際､ 遺伝子発現は終濃度o.5m M のIP T Gを添加して誘導した ｡ 比
較の ため にR B7 91株およ びR B 7 9 1 /pSY T E T株の 反転膜小胞も調製した ｡ 1 0〃 gの膜蛋白を含む反範膜小
胞をs D S- ポリアクリルアミ ド電気泳動に用 い ､ ゲル をク マ ジ ー プリリア ン下ブル
ー 染色 したo Figu re 9-
3 Aに示 したように､ pS Y T E T由来のTe仏 が漉 い バ ン ドと して観察される他､ psy TE Tα およびps y T E Tα
/β由来の 反範膜小胞にはお よそ2 0 kDaの分子量をもつ ペ プチ ドが認め られ､ α 領域の 大量発現と考えら
れる ｡ 一 方 ､ psy T E Tβか らの 反範膜小胞 にはβ領域 と推 定される バ ン ドは認め られ なか っ たo 従っ
て , β領域ペ プチ ドは α 領域ペ プチ ドに比べ て珊胞質濃 へ の観み込みが悪いと考えられ る ｡
Figure 9-3 B ではo.2〃 gの 膜蛋白を含む反転膜小胞をs D S-ポリアクリルア ミ ド電気泳動に用い ､ 抗C末
端特異抗体 (a nti-Ct1 4) を用 い たイムノ ブロ ッ テイ ン グにより蛋白の検出を試みて いる ｡ こ れにより､
ps y T E Tβおよびps y T ET α /βの 反転膜小胞にβ領域ペ プチ ドが発現 して いる ことが確認された｡
単独発現株と同時発現株 での α 領域 ､ β領域の発現量を比較すると ､ α 領域ペ プチ ドにつ い て は､ 同
時発現株では単独発現株よりも発現量が わずか に減少 して い る (Figure9-3 A) の に射 し､ β領域ペ プチ
ドの発現量は ､ Figu re 9-3B で見ると ､ 明らかに単独発現株よりも同時発現株で増加 して い る ことが分か
る ｡ バ ン ドの漉さを定量化した とこ ろ ､ 増加量はおよそ1.5倍であ っ た ｡ これらの結果は ､ α 領域
ペ プチ
ドはβ領域 ペ プチ ドの存在 ､ 非存在にかかわらず膜 に観み込まれるが ､ β領域ペ プチ ドが膜に組み込ま
れ安定に存在するため には α 領域ペ プチ ドの存在が必要である ことを示して い る o
α 領域 ペ プチ ドを特異的に検出できる ように､ α 領域ペ プチ ドの C末端に相当する1 4アミノ酸残基か
らなる合成 ペ プチ ド(N-18 7Asp･Asn- T hr- Asp･ T hr- G h-Val- G ly
- Val- Glu- T hr-GI凸-Ser- As n2 0 0-C) に対する抗
血清 (anti一 肌 14) を調製した o また､ 陰イ オ ン交換ク ロ マ げ ラ フイ
一 により精製されたTetA (Figure
7-5)(394)に対する抗血清 (and-TetA) も調製した ｡ Figu re 9
-4には､ これらの抗血清を用い てTetAおよ
び α 領域 ペ プチ ドの 検出 を行 っ た結果が示 され て い る ○ 標品 はR B 7 9 1 /pSY T E Tα/β株 ､ R B 7 9 1
/ps y T E T株およびRB 7 9 1株の 反転膜小胞である o Figure 9
-4 Aはa nti･Ct14による検出結果で ､ Figu re9･3 B
と同 じである ｡ Figu re9-4 Bはand- M L 1 4を用い た結果であるが ､ pS Y TE Tに由来するTetAは検出されず､
psyTET α /βに由来する α 領域ペ プチ ドの みが検出され て い る o pSY T E Tα の α 領域
ペ プ チ ドも同程度
検出されて い る (data not sho w n) 0 TetAはand 湖L 1 4 のエ ビ ト プに相当するアミノ酸配列をもっ て
い
る にもかか わらず全く反応 しな か っ た ことになる o こ の反応性の 差は､ α 領域ペ プチ ドで は
エ ビ ト プ
部分がC末端尾部と して 自由度が高い の に対し､ TetAで は膜貴通領域をつ なぐル
ー プ領域 にあり､ 両者
でその 部分の 立体構造が異な っ て い るためと考えられる ｡
一 方､ a nd-TetAはTetA のみな らず､ 分割ペ プチ ドに対 してもよく反応した (Figure 9
-4 C) o また ､
ps y T E Tα 由来の α 領域ペ プチ ド､ psyT E Tβ由来の β領域 ペ プチ ドとも反応し (data not sho wn) ,
こ
れらで検出された バ ン ドの 位置を比較する ことで ､ pSY T E Tα /βの 反転膜小胞で検出される2
つ の バ ン
ドは ､ 上側が α 領域 ペ プチ ド､ 下側がβ領域ペ プチ ドに対応する ことが わか っ た o また ､
こ の2 つ の バ
ン ドの渡さ はほぼ同じであるように見え､ ゲル のク マ ジ
ー プリリア ン け ル ー 染色の パ タ ー ン とは著 し
く異なっ て い る｡ α 領域とβ領域は同
一 の エ ピト ー プをも っ て い な いの で確定的な結論は下 せな いが ､
2 つ の領域 は同程度産生するが ､ β領域ペ プチ ドが α 領域ペ プチ ドよりもク
マジ ー プリリア ン け ル ー
染色され にくい可 能性､ α 領域 ペ プチ ドの方がβ領域 ペ プチ ドよりも多く産生 するが ､ a nd
- TetAに対す
る反応性がβ領域ペ プチ ドの 方が高い可能性が考えられる o
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第4節 二分副費白の機能
3種の分割発現プラス ミ ドを保持する大腸菌株か ら調製された反転膜小胞 へ の テトラサイクリ ン の取
り込みを測定した ｡ Figure9-5に示すように､ α 領域ある い はβ領域単独で は いずれもテトラサイクリ ン
輸送を仲介 する ことがで きな い が ､ そ れらが同時に存在すると ､ 顕著なテトラサイ クリ ン輸送が観察さ
れ ､ TetAの 約2 0%の 活性を維持 して い た ｡ PSY T E Tα /β由来の反 転膜小胞で の 分封蛋白発現量 は
ps y T E T由来の反転膜小胞で のTetA の発現量に比べ著 しく低い (Figu re9-3) ので ､ 輸送活性をC末端量
で補正すると ､ 分割蛋白の 輸送活性はTetAの約5 0%に相当する こと になる ｡ また ､ テトラサイ クリ ンに
依存した プロ トン輸送も認められ (data n ot sho wn) ､ 共役した基質輸送能を保持して い ることが確認さ
れた ｡ 以上 の結果はテトラサイ クリ ン輸送には α 領域 ､ β領域の2 つ の 領域が必要である こと を示すと
ともに､ 分害帽 れた黄白が細胞質膜にお い て分子集合し､ 機能的な複合体を形成 して い る こと を示して
い る ｡
こ こ で ､ TetAおよ び分割蛋白の輸送活性 へ の抗体結合 の影響 を検討した ｡ pSY T E T由来の 反乾膜小
胞､ pSYT E Tα /β由来の 反転膜小胞 (5mg protein/ml)1 0 0〃1を ､ 血清 (免疫前血清 ､ anti
-Ct1 4､ anti‾
M L 1 4､ anti- TetA) 1 0 0iLlと混合 して ､ 室温で1 時間処理 し､ 反転膜小胞を回収後輸送活性を測定した
とこ ろ ､ 未処理の 反転膜小胞で観察さ れた輸送活性と全く変化が認められなか っ た (data not show n),o
同様に血清で処理し､ 超遠心 で回収された反転膜小胞を可溶化後､ pa ns orbin cellと混和すると ､ Te仏や
分割蛋白が それぞれ反応する抗 体により免疫沈降さ れるの で ､ 輸送活性汎定時に抗体が結合 して い か
-
とは考えにくい . a nti･Ct1 4およ びa nti-M L 1 4の エ ピト
ー プ部分は明らか に親水性領域であり､ しかも反蘇
膜小胞の外側にある ｡ anti-Ct1 4がTetAお よび分割黄白の輸送暗性 に影響しなか っ た こと ､ anti
-M L L4が分
書憶 白の 活性に影響しなか っ た ことか ら､ これらの エ ピト ー プを含む中央ル
ー プ領域 (ル ー プ6-7) とC
末端は機能に関与しな い領域､ ま た､ 輸送経路からは離れた領域と考えられる ｡ また ､ anかTetAが悟性
に影響を与え か ､ ことから ､ こ の血清中の 抗体の エ ピト ー プは活性に関与しない領域で ある ことが示唆
される ｡
第5節 考察
本章で は､ tetA(B)遺伝子を二等分し､ 2 つ の 遺伝子断片 を別々 に1acプロ モ
ー タ ー 支配下 にお い て発現
させ るこ と を試みた ｡ α 領域､ β領域それぞれの単独発現 プラス ミ ド､ 両領域の同時発現
プラス ミ ドを
構築し､ テトラサイ クリ ン輸謝舌性､ 紳胞質膜 へ の組み込み に つ い て検討した ｡
テ トラサ イクリ ン 輸送活性に 関して は､ α 領域ある い はβ領域単独で はテトラサイクリ
ン 輸送を仲介
しな い が ､ 2 つ の領域が同時に存在する ことにより顕著なレ ベ ル の輸送晴性が認められ (Figu re9
15)+
機能には2 つ の領域が必要で ある こ とが分か っ た o また､ こ の結果はTe仏 が 二分劃され､ 二
つ の領域が
別々 のポリ ペ プチ ドとして作ら れても ､ 細胞質膜にお い て分子集合し､ 機能的な複合体を形成する
こと
を示して い る ｡ これは α 領域とβ領域との間の 相互作用を示 して いるが ､ 最近､ McMu
rry and Le vyは類
似の分割発現系を用 い て ､ 2 つ の α 領域の間に相互作用があるこ と を示 し､ Te仏が 二量体として機能し
て い るこ とを述べ て い る(4喝 ｡ また ､ α 領域とβ領域との 間の相互作用は､ pBR 3 22に
コ ー ドされるクラ
ス CのTe仏 に つ い て抑圧変異体の解析 により示唆された(406)o
また ､ 細胞質膜 へ の組み込み に つ い て ､ SD S
- ポリアクリ ル アミ げ ル のク マ ジ
ー 染色とanti-Ct1 4を用
い たイム ノ ブロ ッ テイ ン グにより検討したと ころ ､ α 領域 は比較的大量 に発現し､ β領域の 存在､ 非存
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在にかか わ らず膜へ 組み込まれる の に射 し､ β領域 はイ ム ノ ブロ ッ テイ ングで検出されるが ､ ゲル のク
マ ジ ー 染色で は認められなか っ た (Figure9-3) ｡ 更に ､ β領域は a 領域が存在する ことにより組み込み
量が約1 .5倍増加する こ とが分かり ､ β領域単独で は不安定である こ とが示唆された ｡ と ころが ､ a nti-
M L 1 4お よびanti-TetA でイ ムノ ブロ ッ テイ ン グを行 っ た とこ ろ ､ 同時発現株か ら調製された反転膜小胞に
お い て α 領域とβ領域の量 にそれほ ど差は見られなか っ た (Figure 9
-4) ｡ これに射し､ β領域が α 領域
に比べ ク マ ジ ー 染色を受けにくい可 能性 ､ あるい はanti- M L 1 4､ and-TetAが α 領域に対して反応性が低い
可能性が考えられる ｡
こ れまで ､ 二 分割蛋白が汚性 を保持する例が幾つ かの 膜蛋白質にお い て報告されて い る ｡ 大腸菌ラク
I - ス 輸送体は多くの分割蛋白が作成され て いる(40 7-410)｡ その 結果､ 切断部位が親水性領域にあると
き, 分割蛋白は暗性を保持する が ､ 切断部位が膜貴通領域 にある場合には活性が消失する こ とが見 い だ
され ､ 膜貫通部分と親水性領域 とを区別する こと に応用で きる可能性を示 して い る(4 10)｡ また ､ 概 して
c末端側の ペ プチ ドはN未満側 ペ プチ ドよりも不安定であり､ 正菌体におけるその膜内存在量､ 安定性
がN末端側 ペ プチ ドに依存 して い たo この 結果は本研究の 結果と
- 敦して おり､ 膜 へ の 組み込みの シ グ
ナル となる ような情報が主と して N末端側､ おそらくは第1膜貴通領域近傍に含まれて い る ことを示唆
して い ると考え られる ｡ その ほか ､ バ クテ リオロ ドプシ ン(41 1-413)､ ロ ドプシ ン(4 14)､ β2- アドレ ナリ ン
レセ プタ ー (415)､ ム ス カリ ン レセ プタ ー (4 16)､ Na＋ チ ャ ン ネル(417)､ ニ コ チ ン アミ ドヌク レ オチ ドトラ ン
ス ヒ ドロ ゲナ - ゼ(418)､ アデ ニ ル酸シクラ ー ゼ(419)､ 酵母 a 因子輸送体sT E6(42 0)､ P
一 糖蛋白(42 1)､ グル
コ ー ス輸送体G L UT l(42 2) でも分割蛋白が作成され ､ い ずれの場合も機能を保持して いる こ とが観察され
て い る ｡ こ の ような性質は脂質二重層 に半ば固定されて い る膜蛋白質に特徴的なもの かも しれな い o
分書憶 白は残基間の相対的な位置関係を推定する こと に応用する ことがで きる o 例えば､ α 領域､ β
領域それぞれ にCys残基をにと つ ずつ 導入し､ 2価性s Ⅲ架橋試薬 によりそれらの 間で架橋が形成される
か どうか を分子量の増加で簡単 に判定する ことが で きる o こ の実験を系統的に行うことに よ っ て も立体
構造に関する情報が得られる と期待される ｡
また ､ 近年蛋白分子のN M R解析技術が進展してきて い る ○ 分割蛋白のそれぞれの 断片 へ の基質結合な
どを測定するの によ い系となる かも しれ か ､｡ また ､ 分書幡 白の 精製 ､ 再構成､ 3次元結晶化も興味あ
る課題である ｡
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第1 0革 新規テ トラサイクリ ン系抗生剤 ､ グリ シル サイ クリ ンの テ トラサイクリン排出蛋白 へ の作用
第1節 は じめに
テ トラサ イクリ ン系抗生物質は広域抗菌ス ペ ク トラム をもつ 優れた薬剤であるが ､ テトラサイクリ ン
耐性菌の 蔓延によ っ てその使用が制限されて きて い る ｡ Table 2に示 したように､ テ トラサイクリ ン耐性
の主たる要因は､ 細胞質膜に存在するテ トラサイク リ ン排出黄白が仲介する ､ 薬剤の菌体外 ヘ の能動的
排出である ｡ 現在臨床で使用さ れて い るテトラサイ クリ ン系抗生物質 (テトラサイクリ ン ､ ミノサイク
リ ン な ど) はこの ような耐性菌に対 して最早効力を発揮する ことができなくな っ て い る o
近年､ グリシ ルサイクリ ン と 総称される ､ テ トラサイク リ ン母核9位 に修飾基 (ジメ チル グリシ ル ア
ミ ド基) が導入された新規テ トラサイ クリ ン系抗生剤 (Figure10
-i) が開発された(7 5)o グl)シ ルサイク
リ ン はテ トラサイ クリ ン感受性 菌ばかりで なく､ 耐性菌に対 しても高い 抗菌力を発揮する こ とが示され
て いる(423143 2)｡ それ故 ､ 特にTet(K)によりテ トラサイクリ ン耐性が付与され て い るM R SA(メチ シリ ン
耐性黄色ブドウ球菌) に対 して ､ 新しい世代の テトラサイクリ ン系抗生剤として注目されたo
本研究で は ､ グリ シル サイ グ リ ンの 優れた抗菌晴性の 原因を､ クラス Bの テトラサイ ク
l)ン排出各自
(TetA(B) を産生する大腸菌正菌体およびその 反転膜小胞を用い て生化学的解析により明らか
にしたo
第2節 グリ シル サイ タリ ン の抗菌活性
まず､ 2種の グリシ ル サイ タリ ン (D M G-D M DOT､ D M G
-M IN O) の抗菌悟性を確認するため ､ TetA(B)
を産生する大腸菌株に対するグリシ ルサイクリ ンのM ICを測定した (Table 1 0
-i) o 併せて ､ 従来の テ ト
ラサイクリ ン系抗生剤 (テ トラサイク リン ､ ミ ノ サイクリ ン) のM ICも測定した ｡
Table lO･ 1.
c a r ryi ngthe
●
Strain
W 31 糾
Dr ug r e sista n c ele v els of E･ c olt W
3 1 0 4c ells a nd o nes harbo ring
cla ssB tetr a cycline resista n c edete rmin a nt fr o mth
etr & n spo so nTnl O･
M inim l minhibito ryco n c entration s of:OLg/ml)
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その結果 ､ TetA(B)はテ トラサイク
1)ン ､ ミ ノサイクリ ンに対 して高い耐性を与える ことが
できるが ､
D M G- D M D O T､ DMG- M IN Oに対 して は耐性を全く与える ことが で きず､ それらの優れた抗菌力
を明らか
にして い る ｡
グラム陰性細菌由来の テトラサイクリ ン耐性因子は構造遺伝子tetA
と調節遺伝 軸 tRとから成り ､ TetR
へ の基質の結合によりTetAの発現が誘導される (Figure2)(29)o 従 っ て ､ 2種の グ
l)シルサイクリ ンに
対して クラ ス B テトラサイ ク l) ン耐性因子が耐性 を与えない 原因として ､ グリ
シ ルサイ クリン がTetR8こ
結合できな い ために､ Te仏 の発現が誘導され ない可 能性 と､ グリシ ルサイクリ ン はTe伐 に結合
し､ Te仏
の発現が誘導されるが ､ Te仏 が グリシ ルサ イクリ ン を輸送基質と して認識
できな い可 能性の 2つ が考え
られる ｡ そ こで ､ この 2 つ の 可能性に つ い て次に検討 した o
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第3節 グリシ ルサイクリ ン によるテ トラサイクリ ン耐性遺伝子の発現誘導
まず､ グリシ ルサイクリ ンが テ トラサイクリ ン耐性遺伝子の 発現を誘導するか どうかを検討した ｡ ク
ラス B耐性因子をもつ プラス ミ ドpLGT 2を保持する大腸菌w 3 1 0 4株をO D5 30- 0.4まで培摩し､ テトラサ
イクリ ン ､ ミノサイクリ ン ､ D M G-D M DOTある い はD M G- M IN Oを終濃度o､ o.o 5､ 0.1､ 0.2､ 0 .5､ 1.Oil
g/ml加えて 更 に2時間培養 を続けた後､ 膜画分を単離 した ｡ 1 0FL gの蛋白を含む膜面分をsDS
- *
o
リアク
リル アミ ドゲル 電気泳動に用い ､ C末端特異抗体によるイ ム ノ ブロ ッ テイ ン グ を行 い ､ Te仏産生 を確認
した｡ Figure 1 0-2に示すように ､ テトラサイク リン ､ ミノ サイクリ ン はクラスB耐性因子に耐性になる
こと 一 致して ､ Te仏(B)の産生を誘導して い る ｡ テ トラサイ クリ ンよりもミノ サイク リ ンの 方が低濃度で
TetAを大量に産生 させる こ とが でき､ 誘導能にお い て優れて いる と言える ｡ 一 方､ 2種の グリシ ルサイ
クリ ンもTe仏(B)の 産生 を誘導し､ その 能力はミノ サイ クリ ン に匹敵した｡ 従 っ て ､ グリシル サイクリ ン
はTe伐 によ っ て認識され ､ その基質となる ことが判明した ｡
第4節 輸送基質と して の グリシ ルサイクリ ン の評価
次 に､ pL G T 2を保持する大腸 菌w 3104株より反 転膜小胞 を調製 し､ 薬剤 の取り込み を測定した｡
Figu re1 0
-3には ､ テーラサイクリ ン ある い はD M G-D M D O T の反転膜小胞へ の取り込みが示されて いる o
テトラサイクリ ンは良好基質と してTe仏(B)によりよく輸送されるが ､ D M G
- D M D O Tは全く輸送されない
ことが分かる ｡ 従 っ て ､ D 班G-D MDOT の高 い抗菌括性は テトラサイクリン排出蛋白がそ れを輸送できな
いため であると言える ｡
Te仏(B)が グリシ ルサイ クリン を輸送できない ことに対 して ､ 2 つ の可能性､ すなわち ､ Te仏(B)が グリ
シ ルサイク リン を認識 しない 可 能性､ Te仏(B)が グリシ ルサイ クリン を認識 し結合 しても､ 輸送反応が起
こらない 可 能性が考えられる ｡ そこ で ､ 反範膜小胞 へ の テ トラサイクリ ン 取り込みに対して ､ 過剰量の
グリシ ルサイクリ ンが影響を及ぼすか どうかを検討した ｡ Figu re 1 0-4はその結果であるが ､ 10〃M の テ
トラサイ クリ ン に対 して10 0FL M の D M G
- D M D OTある い はD M G-M 工N Oが共存しても､ テトラサイク
l) ン
取り込みはFigu re 1 0-3の結果と比較 してほとん ど影響を受けて い ない ことが分かる o
一 方､ ミ ノサイク
リ ン はTe叫B)の 輸送基質とな るが ､ こ れが1 0 0〝M共存する 場合には､ 顕著 にテトラサイクリ ン取り込
みが 阻害さ れて いるの が分かる ｡ 以上 の結果より､ グリ シ ルサイ クリ ン はテトラサイクリ ン排出蛋白に
ょり認識さ れな い ため に高い抗 菌力を発揮すると言える○ グリシ ルサイ グリ ン やミノ サイ クリ
ン が高濃
度存在する と エ ネル ギ ー なしの バ ッ ク ダラウシドの 取り込みが上昇する が ､ これは薬剤の 高い 疎水性に
ょる膜障害性 を反映 して い るもの と思われる ｡ 特に ､ D M G
- MIN O で顕著である o
しか し､ これ に射 しまた ひと つ の 疑問が生 じる o TetA(B)の其の 輸送基質はテト ラサイクリ ン と2価カ
チ オ ンとの キレ ー ト体である(5) の で､ グリシ ルサイクリ ン がテ トラ サイクリ ン排出蛋白に より認識され
′
な い の は2価カチオ ン とキレ ー ト体を形成 しない た めで ある ことも考え られるo テ トラサイ クリ
ン は2
価カ チオ ン が存在 しな い と こ ろ で は､ 3 6 0n m付近に極大吸収をもつ が ､ 2価カチオ ン の濃度上昇ととも
に極大吸収が長波長側 に移動する(5･283)｡ これ により薬剤 と2価カチオ ン との キレ
ー ト体の解離定数が求
められる ｡ テ トラ サイクリ ン とco2＋ との キ レ
ー ト体形成にお い て ､ その 解離定数は2 3FL M であ っ た o
一
方､ D M G-D M D O Tは3 5 0nm付近に極大吸収をもち ､ co2
＋の 濃度上昇に依存して ､ 長波長側 へ の 極大吸収
の移動が観察された (data not sbo w n) ｡ これ により解離定数は1 7〝Mと計算され ､ テトラサイクリ ン と
同様にキ レ ー ト体を形成する ことが明らか にな っ た. TetRも実はテトラサイクリ ンと2価カチ オ
ン との
キレ ー ト体を認識 し結合する(433･434) の で､ こ の結果は当然であるとも言える ｡ 従 っ て ､ グリ
シ ルサイク
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リ ンは2価 カチオ ン との キ レ
- ト体を形成する にもかかわらず､ テトラサイクリ ン排出費白はそれを塞
質と して 認識できない と結論される ｡
第5節 考察
本章で は ､ 2種の グリシ ルサイ クリ ン (D M G- D MDOT､ D M G-M IN O) が優れた抗菌悟性を有する要因
につ い て明 らかに した ｡ その結果 ､ グ リシ ル サイ ク リ ン は､ 2価カチ オ ンと の キレ
ー ト体を形成 し､
TetRによ っ て認識され ､ TetA の発現を誘導する ことが できる にもかか わらず､ TetAの 輸送基質として認
識されな い ことが見 いだされた o 従 っ て ､ グリ シル サイ クリ ンの 高い抗菌力は基質として 認識され か
ユ
ニとが原因であると結論される ｡
こ れまで多くの テトラサイ クリ ン誘導体が 開発されて い る ｡ これら はその 作用機作により2 つ の グ
ル ー プに分けられて い る(434)｡ ひと つ は静菌的な作用をもつ 典型的なテトラサイクリ ン系抗生物質であ
り､ テトラサイクリ ン ､ ク ロ ル テトラサイクリ ン､ ミノ サイ クリ ン ､ ドキシサイクリ ン ､ オキシ テトラ
サイ クリ ン が含まれる ｡ もうひ と つ は殺菌的作用をもつ 非典型的なテト ラサイクリ ン系物質であり, キ
ロ カル ジ ン ､ ア ン ヒ ドロ テトラサイク リ ン ､ 6チ アテ トラサイクリ ン､ ア ン ヒ ドロ ク ロ ル テ トラサイク
リ ン ､ 4- エ ビ･ 7 ン ヒ ドロ テトラサイクリ ンが含まれる (構造式はFigure1 0-i) . 後者の グル
ー プはテト
ラサイクリ ン母核が修飾されて い る ｡ これらはリボ ゾ ー ムを標的とせず ､ 細胞質膜を障害し抗菌力を発
揮する ｡ しか し､ この ため に重篤な副作用がもたらされ ､ 臨床使用される に至っ て い な
い(25)o グリシ ル
サイクリ ン (DMG･ D M D O T､ D M G-MI N O) は化学構造式 から第
一 の グル ー プに属するが ､ テトラサイク
リ ン母核9位にジメ チル グリシ ル アミ ド基をもつ点にお い て特徴的である o これまで 9位に修飾基が導
入された誘導体は､ 非典型的誘導体?キロ カル ジン が9位 にメチ ル基を持つ のを除い て ､ 典型的なテ ト
ラサイ ク リ ン にはなく ､ こ の部位の 修飾が高 い 抗菌力 を発揮する の に効果 的である と言える o D M G
-
D M DOTおよびD M G-M IN Oは ､ 恐らくFigure 1 0
-4か らも示唆された高い膜障害性により､ 臨床使用する
ちとがで きなくな っ たが ､ テ トラサイクリ ン 母核9位の 修飾が有効であるという発見は ､ 新たな誘導体
開発の可能性 を依然残すもの と 期待される . また ､ 新た なテ トラサイク リ ン系抗生物質と して は､ 耐性
因子を誘導し か ､もの ､ 膜障害性が低いものが望まれる o
ー 1 3 1-
総括
細菌の テ トラサイクリ ン耐性の 主たる要因と 如 て
い るテ トラサイクリ ン排出蛋白(TetA) は細胞質
膜に存在 し､ H＋との 1 削 の ア ン チポ
ー トにより薬剤を菌体外に排出して いる(2
- 5)
o TetAは､ ア ミ ノ酸
一 次配列の ハイ ドロ パ シ ー 解析等により､ 細胞質腹を1 2回貴通する
二次構造が推定され て いる (Figure
3)(34-3 8)｡ こ れは生物界に普遍的に存在する二次性能動輸送体に共通
の構造である(43
･ 48)o 更に詳珊 に
様々 な二次性能動輸送体の アミ ノ酸配列を比較する と ､ 輸送基質､ 共役
方法にかか わらず保存される ア.
ミノ 酸配列 モ チ ー フが数種存在 する ことに気付く｡ この ことは､ これら
モ チ ー フがすべ て の 二次性能動
輸送体にお い て ､ 共通の役割を担 っ て い る ことを示唆して
い る｡ Te仏 は細菌の蛋白であり､ 特定の宿主
株 を必要と しない な ど､ 遺伝子操作 ､ 生イヒ学的解析に好都合
である ｡ Te仏 にもこの ような アミノ酸配列
モ チ ー フが保存されて い るの で ､ 本蛋白での 解析結果は二次性能動輸送体に広く受け入
れら れるもの と
期待される ｡
本研究で はまず､ 二次性能動輪遺体に保存されるア ミノ酸配列
モ チ ー フ の 中でも最も明確なモ チ ー
フ ､ 第2勝景通領域と第3膜貫通領域を結ぶ細胞 質親水性領域 (
ル ー プ2- 3) に存在する ､ G IP-X
- Ⅹ -Ⅹ -
Asp
- Arg- X-Gly- Arg- Argの役割に関する研究を行っ た (第2章)
(2 79)o その手段として ､ ル
ー プ2-3の 1 0
アミノ酸残基すべ て を標的と して ､ 合成オリ ゴヌク レ オチ ドを用
い た部位特異的変異導入を行 い ､ 種々
の アミノ 酸置換を導入した o 変異費白の性質を見る た め､ 薬剤耐性
レ ベ ルの 測定､ 反転膜小胞での テト
ラサイクリ ン 輸送活性の測定を行 い ､ 野生型 舶 の 性質と比較した o そ
の結果､ この領域に4つ の重要
残基 (Gly6 2､ Asp66､ Gly6 9､ Arg7 0) を見いだ した o そ
のうち ､ 2 つ の保存性Gly残基はこの ル
ー プの
構造形成､ 維持に重要であっ た o 中央の保存性Asp6 6残基
は､ 正味1価カチオン のテ トラサイクリ ン
ー 2
価カチ オン キ レ
- 順 が輸送糧栄の最初の段階にお い て相互作用する部位
であると推察され ､ その負電
荷が機能に必須の 役割を果た して いる(
49)o また､ こ の モ - フには塩基性残基が3 つ 解 され､ ル
ー プ
2 湖 全体と
･
して ポリカチオ ニ ッ クな性質を持っ て い る o そのうちArg67残基
およびArg71残基はアミノ
酸置換を導入して も野生型とあまり変 わら - 性質を保持
し､ 機能に必家で はなか っ た o Arg7 0残基は
明らかに これらと は対照 的であ っ た o 第2草で はArg7
0残基をLys､ Ala､ Ser､ Asp､ Le ub
, よびTrpに置
換した結果 ､ Lys変異体の み野生型の およそ3 0%の輸送活性を 僻
して い たの で ､ 7 0位の正電荷が機能
に重要で あると結 凱 た o 第3章でArg70残基のCys変異体を作成
したとこ ろ､ 側鎖が類似するAla変異
体ある い はser変異体よりも高 い輸送活性 をもち､
Lys変異体に近い性質を示す ことが明らかに な っ たo
こ の 鯛 に つ い て ､ Cys残基側鎖のSH基が宝金虜イ オン と高い親和性をも
つ ことに着目し､ Hg2＋の テト
ラサイクリ ン輸送活性 へ の影響を検討したo 野生 乱
Lys変異体およびAla変異体の輸 餅 性はHg
2＋ (1 0
pM) により影響されなか っ たが ､ Cys変異
体の 輸 - 性は顕著に上昇 し､ 輸送の初速で約3倍 岬 化
が見られた ｡ しかも ､ こ の 条件にお いてLys変異体
の - よりも高くなっ て い た o Hg
2＋ による汚性化は
s婚 飾試薬の 前処理により起こ らなくなる こと ､ sH 僻 試薬
の7 0位cys*基ヘ の結 - 対 してEg2佃 措
抗的に作用する ことから ､ Hg2
＋ の標的は70位cys残基側鎖のS E基である ことは明
ら かである o 従 っ て ､
cys70変異体はⅡg2
＋がCys残基側鎖のS 且凱 結合 して メ ルカ プチ =
s-Hg
＋) を形成し､ 正荷電側鎖とし
て機能 して い る ことが示さ れた o こ の結果か
ら ､ 通常の 条件で測定さ れたCys7 0変異体
の 高い 翰 謝 性
は､ ア ツ セイ溶液中のCo2＋がメ ル カプチ ド形成に寄与
して い るためであると結論し7=(3
4 4)o
ル ー プ2-3 の1 0残基のうちGly62残基 ､
･
Asp66残基を除い てCys変異体を構築 した
の で ､ S E修飾試薬の
効果を検討した o S H棚 試薬と して N
エ チ ル マ レイ ミ ド (N E W) を用いた ところ ､ 輸 謝 性
が 阻害され
るの はSer6 5残基のCys変異体とArg7 0残基のCys変異体
の みであ っ た(2 79 - Cys65変異体はN E Mに
より
ほぼ完全 に 離 が 阻害されるの に対し､ N E Mより
も修飾側鎖が小さ い メチル メタ ンチオ
ス ル フ ォネ - I
(M M T S) で は阻害の程度は大きく低下 し､ 約6
0%の活性が残存した(4
'
9)o 6 5位のA la､ M 趨 異 郷 舌性
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を残存し､ P be変異体が失格 して い る(231) ことも考慮すると ､ 6 5位変異体の輸送括性は側鎖容積に依存し
て い ると言える ｡ 一 方､ cys7 0変異体の輸送油性 はN E M でもM M T S でもほぼ9 0%阻害され ､ 側鎖容積に
は依存して い なか っ た ｡ む しろ ､ SH基 へ のCo2＋結合が阻害されたた めであると考えられた(34
4)o 以上の
部位特異的変異導入解析の結果か ら､ ル
ー プ2-3は､ Asp6 6残基の 負電荷を基質と の
一 時的な相互作用部
位とする ､ 基質輸送経路の ゲ ー トと して機能して い る と推定した(4972 79,2 3
l-2 33)o
第4章で は更にCys7 0変異体 を用 い て ､ その抑圧変異体の 解析を行 っ た(3
47). Cys7 0変異体は中程度の
テ トラ サイ クリ ン耐性を与える こ とができるが ､ 第6膜貫通領域のT hr1 7 1残基がSerに置換さ れる
こと
で ､ 野生型レ ベ ル の耐性を与える ことがで きる よう になる ことが明らかにな っ た｡ T hr171残基の部位特
異的変異導入の 結果､ Cys7 0変異を抑圧 し､ 耐性 レベ ル を上昇させる には1 7 1位の アミノ酸残基の側鎖が
T hrよりも小 さくなる ことが必要である ことが明らか にされた o
一 方 ､ ser17 1変異は7 0位の様々 な変異
に対 して 一 棟に耐性上昇効果を示 し, 推定二 次構造か らも分か るように7 0位と1 7 1位とは立体構造上近
傍に はない と推察 された ｡ 1 7 1位残基の置換 は野生型 に対 しても輸送の 素過程 に影響 を与 える こ とか
ら､ 蛋白構造に微妙な変化をもた らして いる ことが示唆さ れる ｡ この ことと7 0位変異を抑圧するために
は171残基はT brよりも小さい 側鎖 をもつ ことを考慮すると ､ 抑圧変異体にお い て は1 7 1位側鎖の 容積変
化が蛋白の コ ン フ ォ メ - シ ョ ン変化を誘起し ､ その 変化が7 0位近傍に伝達されて い ると考えられた o
こ
の 際､ 70位近傍の 正荷電残基が失われた7 0位の正電荷の 機能を代替 して い る可能性を単軌 Arg6 7残
基
ぉよびArg7 1残基の置換が1 7 1位変異による抑圧効果に及ぼす影響につ い て更に検討 した ｡ 種
々 の変異体
を構築したと ころ ､ Ala7 0 /Cys7 1/Ser17 1三重変異体が特徴的な性質を示すことが明らかにな
っ た o すな
ゎち ､ こ の 変異体の み ､ Hg2＋によりテ トラサイ クリ ン 輸送の初速が約3借上 昇し
た D Cys7 1単独変異
体 ､ cys7 1 /Se r1 7 1二重変異体の輸送晴性はむ しろEg
2＋ により阻害される傾向にあっ た ことからもそれが
顕著であるこ とが分かる ｡ 従 っ て ､ 御庄変異体にお い て は､ 7 0位の正電荷
の代わりに7 1位の正電荷が機
能を代替して いる と結論した ｡
以上 により､ 7 0位の正電荷の 重要性が示さ れた o 輸送基質が1価 カチオ
ン であるこ とから ､ 7 0位の正
電荷が基質と直ヰ相互作用する可 階性は低 い と考えら れた o そ こで ､ 70位の正電荷が
近傍の負電荷と相
互作用する可能性 を考えたo こ の候補と な っ たの は､ ル
ー プ2- 3に隣接するル ー 外 5 のAsp1 20残基であ
る (Figu re 3) o こ の残基は以前の研究によりル
ー プ2･3 の Asp6 6残基に次い で機能に重要であるこ とが
示されたもの であり(348)､ また二次性能動輸送体 に保存される残基である
(44)と いうことからも注目され
た ｡ Ala7 0/ Asn1 2 0二 重変異体の 輸送括性はAla70単独変異体の輸送活性よりも著 しく
上昇しており､ 7 0
位正電荷と1 2 0位負電荷との 間での 相互作用が示唆された o ル
ー プ2-3が基質輸送経路の 入り口ゲ ー トで
ぁる ことを考慮すると ､ 7 0位と1 2 0位との相互 作用の 形成と解離がゲ
ー トの 開閉と密接に連関 して いる
可能性が考えられる (第5章) 0
第6章で は ､ 膜貴通領域 に存在する必 須酸性残基Asp28 5残基のAsn変異体か
ら得られ た抑圧変異体の
･解析を行っ た(35 9)｡ 膜貫通領域にはAsp2 85残基の 胤 Asp1 5残基とAsp84残
基が存在するが ､ As n285変
異体の みテ トラサイ クリ ン耐性 を全く与えなくなる こ とから ､
2 8 5位のAsp残基 は特に重要である(5
1)
o
As n2 8 5変異体か ら分離された野生塾レベ ル の テトラサイ クリ ン耐性を与え
る抑圧変異体は､ 第7膜貴通
領域のAla2 2 0残基の Glu置換を第二変異としても っ て い た o 従 っ て ､ 負電荷
の 消失が新たな負電荷の導
入により機能相補が生 じた こと を示 して いる ｡ また ､ 2 2 0位も28 5位も膜貴
通領域の ほぼ中央に位置する
と推定され (Fign re3) ､ 両者が立体構造上極近傍に位置する
ことが 捌 された ｡ 2 20位の部位特異置換
によりAs n2 8 5変異 を抑圧するた めには酸性残基の導入が必要である
ことが 分か っ た(359,3 60)o しかし､
2 2 0位の酸性残基はLys285変異体の 耐性レ ベ ル を上 昇させるこ とが
で きず､ 2 2 0位の負電荷と2 8 5位の
正電荷とが相互作用して い る ことが示唆された(
36 0)
o また ､ 第 二 変異の位置特異性につ い て検討した
と
こ ろ ､ 220位だけで なく､ 2 2 4位あるい は227位のG h変異もAsn2 8 5変異
を抑圧 し､ 顕著 に耐性 レベ ルを
･ 1 3 3-
上昇させ ､ その抑圧効果の 程度は2 2 0位か ら離 れる に従 っ て低下 して いた(3 60)o こ れら3 つ の 部位は第
7膜貴通領域の同 一 側面上 に位置 し､ こ の側面が基 質輸送経路を構成して い るこ とが示唆された o 以上
の 部位特 異的変異導入解析 ､ 抑圧変異体の解析により ､ テトラサイ ク l)ン/針 ア ンチポ
ー トの 分子機構
に関して ､ ゲ ー ト付き単
一 チ ャ ン ネルによる直鞍共役説を提唱した (Figu re 6-5) ｡ こ の モ デルの原理
は ､ 輸送基質と共役イオ ンの透過経路 (チ ャ ンネル) は共通で ､ 院内に重複した結合部位をもち､ それ
らの結合が 持抗して い る こと ､ チ ャ ン ネルの 両脇 (細胞質側､ ペ リプラ ズム側) には親水性 ル
ー プ領域
によ っ て構成されるゲ ー トがあり ､ 交互 に開閉する こと ､ である o 本研究で標的と したAsp2 8 5残基は朕
内の 必須残基 であり､ 基質お よびH＋ の認識､ 結合 ､ 輸送 に関与して いる と考えられる o また ､ ル
ー プ
2-3が細胞質側ゲ ー トの中心的な役割を担っ ており､.
Asp6 6残基の負電荷が基質との 初発相互作用部位で
ぁる と考えられて い る｡ 更に､ Arg7 0残基と ル ー プ4- 5の Asp1 20残基の相互作用がゲ
ー トの 開閉と密接
に関係 して い ると考えられる｡
しか しなが ら､ こ の ようなモ デル を証明するため には､ 蛋白の 立体構造の解明が必要である o 現在 ､
立体構造が解明された膜蛋白質は限られた倒 しかな い(361
･3 67)
o 膜蛋白質は疎水性が強く ､ 3次元結晶を
形成 しにく い ことがその 主たる 原因と して考えられる o 本研究で は ､ Te 仏 の 3次元立体構造解析 に向
け､ 目的蛋白を大量に得るた め ､ 大量発現系の構 築を行 っ た(394)o また ､ 蛋白の強 い疎水性 を改善する
た めに3次元構造既知の親水性酵素の融合蛋白の大量発現系の構築も併せて行うことにした o 第7章で
はまず､ Te仏 の大量発現系を構築し､ 迅速且 つ 簡便な大量精製法を確立した o また ､ 精製さ れた大腸菌
FoFrA T Paseを エ ネル ギ
ー 供給源として 用い るこ とでTetAの 機能的再構成系を初めて 成功させた(39
4)o
これ により ､ Te仏 の みがテ トラサ イ クリ ン 輸送を伸介する因子である ことが明らかになり､ 本蛋白の物
盈化学的研究 へ の 道が開けたと言える ｡ 第8章で はとジ ヒドロ 葉酸還元酵素 (D 肝R) ､ β
- ラクタ マ -
ゼ との 融合蛋白の大量発現系を構築した ｡ D H F R融合蛋白は 2種類､ β
･ ラクダマ - ゼ融合蛋白は1種類
作成 し､ い ずれもテトラサイ クリ ン輸送活性を保持し､ D H FR括性ある い はβう クタ マ
- ゼ活性も保持
して いたの で ､ 親水性酵素の融合がTe仏 部分の構造にあまり影響を与えて い ない と判断し､ 3次元緯晶
化を目指すこ とにした ｡ 現在 ､ D HF R融合蛋白に つ い て はメ ト ル キセ
- ト ア ガロ - ス を用い たア フィ
ニ ティ精製が可能とな っ て い る｡ こ れらは3次元結晶構造解析 に最も期待されるも
の である ロ
続く第9章で は上記大量発現系を用い てTe仏 の 二 分書掻 白の 発現系を構築した(
435)
o その結果 ､ TetA
は二分翻さ れても顕著なテ トラ サイ クリ ン輸送活性を保持し ､ 別々 のポ リ
ペ プチ ドとして発現されても
膜内にお い て 分子集合し､ 機能的な複合体を形成す る ことが見い だされた ｡ こ の分割蛋白も
3次元結晶
化の材料 として興味深 い . また ､ 分割黄白にCys変異を導入 し､ 2価性s E修飾試薬
で架橋を形成させる
こと により ､ ア ミ ノ酸残基間の 相対的な位置関係を解明する ことが可能であり､ 立体構造に関す
る情報
が得られるもの と期待される ｡
最後の 第1 0章はTe仏 の機能解析で はなく､ 新規テ トラサイ クリ ン系抗生剤の抗菌力
の 評価とその 要
因に つ い て の 解析を行っ た(43 6)｡ その結果､ グリシ ルサイ クリ ン と鎗称され
る新森抗生剤が排出による
テ トラサイク リ ン耐性に有効で あるの は ､ 薬剤がTetAによ っ て認識されな
い ことが原因で ある ことが分
か っ た ｡ グリ シルサイク リン は依然2価カチ オン との キ レ
ー ト体を形成し､ 粛節賓自Te伐 により認識さ
れるの で , こ れらの 点を改善した新規薬剤の 開発が望まれる o また ､ グ
l)シ ルサイ クリ ン はテ ーラサイ
クリ ン母核 9位に初めて修飾基が導入された典型的テ トラサイクリ ン誘導体であり､ 今後
の 開発にも重
要な情報が得られたもの と考える ｡
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